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RESUMO GERAL

As sementes sdo importante meio para a sobrevivéncia e para a
veiculagdo de patdogenos, que produzem toxinas prejudiciais a satde humana
e animal. Dessa forma, torna-se importante o desenvolvimento de
metodologias de detecgdo rapidas e seguras de patdgenos em sementes. O
objetivo deste trabalho foi detectar genes diferencialmente expressos
associados a presenga de A. flavus, F. verticillioides e Penicillium spp. em
lotes de sementes de milho, aplicando-se a metodologia de biblioteca
subtrativa e analise de expressdo por qRT-PCR. Utilizaram-se sementes de
hibrido simples de milho, safra 2009/2010. Primeiramente, foi feito um
estudo para se determinar o melhor tempo de inoculagdo dos fungos nas
sementes. Para esse estudo, as colonias fungicas foram isoladas de sementes
de varios lotes de milho no teste de sanidade. Dessas colonias, foi obtido
ImL de suspensio de esporos que foi adicionada na placa com
BDA-+manitol no potencial hidrico -1 MPa. Apds o crescimento das
colonias, foram distribuidas sementes em camada Unica e levemente
prensadas sob o meio, permanecendo no substrato por diferentes tempos de
exposicao (0, 24, 48, 72, 96 ¢ 120h). As sementes foram retiradas do meio,
secadas sobre papel de filtro e submetidas aos testes de germinagdo, 1*
contagem de germinagdo, teste de sanidade e teste de tetrazolio. Pelos
resultados, pode-se concluir que a infeccdo € crescente e a qualidade
fisiologica decrescente na faixa de 48 a 96h de inoculagdo das sementes com
os fungos A. flavus e F. verticillioides. Para sementes inoculadas com
Penicillium spp. a infec¢do € crescente a medida que se aumenta o tempo
de inoculacdo, porém a qualidade fisiologica ndo é alterada pelo patdgeno.
Com esses resultados, para o segundo ensaio, as sementes foram entdo
inoculadas por 48 e 96 horas e foram realizados os testes fisiologicos:
germinagdo, 1* contagem de germinagdo, sanidade, Tetrazolio e IVG. De
acordo com os resultados obtidos nos testes fisiologicos selecionou os
tratamentos: testemunha(T), 96 sem fungo (96), 96 com F. verticillioides
(F), 96 com Penicillium spp. (P), 96 com A. flavus (A) para construcao das
bibliotecas subtrativas. Seis bibliotecas de cDNA foram construidas a partir
dos mRNAs; Biblioteca 1- TF; Biblioteca 2- TP; Biblioteca 3- TA;
Biblioteca 4- 96F; Biblioteca 5- 96P; Biblioteca 6- 96A.0s genes
diferencialmente expressos encontrados em cada biblioteca foram clonados e
sequenciados. As sequéncias foram analisadas em bancos de dados. Primers
a partir desses genes encontrados foram sintetizados e fez-se a verificagdo,
através de gqRT-PCR. A maioria dos genes diferencialmente expressos
encontrados relaciona-se a situagdes de estresse da semente como o gene
Poliubiquitina, gene clone 3516, proteina SPATULA, o gene GPC, proteina
hipotética, proteina hipotética do milho e o gene da catalase. Ja os genes
asparto aminotransferase, zinc finger, antranilato sintase, cisteina proteinase
e SOD4, apesar de identificados como genes diferencialmente expressos pela
biblioteca subtrativa ndo apresentaram diferenca na expressdo entre
sementes de milho secas, embebidas ¢ infectadas com os fungos F.



verticillioides, A. flavus e Penicillium spp, verificadas por qRT-PCR. A
metodologia de biblioteca subtrativa supressiva ¢ eficiente para detecacdo de
genes diferencialmente expressos quando os fungos F. verticillioides, A.
flavus e Penicillium spp. estdo presentes em sementes de milho. A técnica de
gRT-PCR validou todas as bibliotecas construidas (TF, TP, TA, 96P e 96A),
com excecdo da biblioteca 96F.

Palavras chave: Biblioteca subtrativa supressiva. genes diferencialmente
expressos. semente de milho.



ABSTRACT

The seeds are an important means for the survival and propagation
of pathogens that produce toxins harmful to human and animal health. Thus,
it becomes important to develop methodologies for rapid and reliable
detection of pathogens in seeds. The aim of this study was to detect
differentially expressed genes associated with the presence of F.
verticillioides, A. flavus and Penicillium spp. Batch corn seed, applying the
methodology of subtractive library and expression analysis by qRT-PCR.
Used a simple hybrid seeds of maize, 2009/2010 harvest.First a study was
done to determine the best time of inoculation of fungi on seeds. For this
study the fungal colonies were isolated from seeds of various lots of corn
sanity check. These colonies was obtained 1 mL spore suspension was added
to the plate with PDA + mannitol in water potential -1 MPa. After growth
the colonies were distributed in a single layer seeds and lightly pressed under
the medium, remaining in the substrate for different exposure times (0, 24,
48, 72, 96 and 120h). The seeds were removed from the medium, dried on
filter paper and subjected to germination, first count, sanity and tetrazolium
test. From the results, it can be concluded that infection is increasing and
decreasing vigor in the range of 48 to 96 hours of seed inoculation with the
fungus A4. flavus and F. verticillioides. To seed inoculated with Penicillium
spp. infection is increasing as it increases the time of inoculation, but the
physiological quality is not altered by the pathogen. With these results for
the second test, the seeds were then inoculated for 48 and 96 hours and
physiological tests were performed: germination, first count, sanity, and
Tetrazolium IVG. According to the results obtained in physiological tests
selected treatments: control (T), 96 without fungus (96), 96 with F.
verticillioides (F), 96 with Penicillium spp. (P), 96 with A. flavus (A) for
constructing the subtractive libraries. Six cDNA libraries were constructed
from mRNAs; Library 1 - TF; Library 2 - TP; Library 3 - TA; Library 4 -
96F; Library 5 - 96P; Library 6 - 96A.0s differentially expressed genes were
found in each library cloned and sequenced. The sequences were analyzed in
databases. From these Primers were synthesized genes found and made to
verification by qRT-PCR. The majority of differentially expressed genes
found are related to stress as the seed polyubiquitin gene, gene clone 3516,
SPATULA protein, the gene GPC, hypothetical protein, hypothetical protein
from corn and catalase gene. Already asparto aminotransferase genes, zinc
finger, anthranilate synthase, cysteine proteinase and SOD4, although
identified as differentially expressed genes by subtractive library showed no
difference in expression between dry corn seeds, imbibed and infected with
the fungus F. verticillioides, A. flavus and Penicillium spp, verified by qRT-
PCR. The method of suppressive subtractive library is efficient for detecacao
of genes differentially expressed when the fungus F. verticillioides, A. flavus
and Penicillium spp. are present in maize seeds. The technique of qRT-PCR
validated all libraries built (TF, TP, TA, 96P and 96A), with the exception of
the library 96F.



Keywords: Suppressive subtractive library. differentially expressed genes.
seed corn.
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1 INTRODUCAO

O milho (Zea mays L.), em razdo de seu potencial produtivo, de sua
composi¢do quimica e de seu valor nutritivo, ¢ um dos mais importantes
cereais cultivados e consumidos no mundo. Por causa da sua multiplicidade
de aplicagdes, tanto na alimentacdo humana quanto animal, tem relevante
papel socioeconomico, além de ser matéria prima basica para diversificados
complexos agroindustriais (FANCELLI; DOURADO NETO, 2000).

A qualidade sanitaria e fisiologica das sementes de milho influencia
a produtividade dessa cultura, em funcdo do papel que elas desempenham
tanto no estabelecimento da lavoura quanto na disseminacdo de doengas,
interferindo, dessa forma, nos indices de produtividade.

A maioria das doengas que incide na cultura do milho tem seus
agentes causais transmitidos pelas sementes sendo estas importantes e
eficientes veiculos de disseminagdo de patdgenos. Alguns desses patogenos,
sendo introduzidos no local, podem sobreviver no solo, aumentando o
potencial de indculo ja existente, infectando as plantulas dos cultivos
posteriores (PINTO, 1998).

Sementes de milho podem ser infectadas por fungos, durante o seu
desenvolvimento, ap6s a colheita, no armazenamento. Assim, as sementes
sdo importantes meios para a sobrevivéncia e veiculagdo de patogenos,
inclusive para fungos de armazenamento, responsaveis pela sua deterioracao
(LUCCA FILHO, 1984). Patogenos que, frequentemente, infectam as
sementes de milho no armazenamento produzem toxinas prejudiciais a saude
humana e animal. Dessa forma, torna-se muito importante o
desenvolvimento de metodologias rapidas e seguras de deteccdo desses
patogenos nas sementes. Elas podem agilizar a tomada de decisdes relativas
a destinagdo e a distribui¢do geografica dos lotes, bem como, o descarte ou o
tratamento com agentes erradicantes e/ou protetores.

E nesse sentido que a informagdo basica relativa & expressdo de

genes especificos da interacdo semente/patégeno se vincula as agdes de
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defesa agropecudria. Elas propiciam o desenvolvimento de metodologias
rapidas e seguras para identificacdo desses fungos em sementes de milho,
por intermédio da marcagdo ou da identificagdo de proteinas especificas
dessa interacao.

A identificagdo de genes expressos especificamente, quando da
infestacdo de sementes de milho por fungos de armazenamento, ¢ de
fundamental importancia no entendimento dos mecanismos que governam
essa infecgdo, para que sejam desenvolvidos métodos de deteccdo precoce da
presenga desses microrganismos em lotes de sementes. Os métodos de
deteccdo seguros e rapidos sdo fundamentais para a tomada de decisdo
quanto a forma de armazenamento ou, em casos especificos, quanto ao
descarte de lotes.

Com a construgdo da biblioteca subtrativa e, posteriormente, com o
isolamento e a quantifica¢do da expressao de genes durante a infestacao, sera
possivel identificar proteinas relacionadas ao processo, que podem ser
utilizadas como marcadores da presenca dos fungos, ou mesmo de um inicio
do processo de deterioragdo. A partir dai, sera possivel desenvolver métodos
rapidos e praticos de identificagdo de lotes com possivel contaminagdo ou
em estadios avancados de deterioragdo por meio de andlises simples e
robustas, por exemplo, como tiras imunocromatograficas, que podem ser
utilizadas como ferramentas de apoio a fiscalizacdo.

No presente trabalho, teve-se como objetivo, no primeiro ensaio,
avaliar a técnica de restrigdo hidrica de infeccdo e o desempenho de
sementes de milho submetidas a diferentes tempos de inoculagdo com A.
flavus, F. verticillioides ¢ Penicillium spp. Ja no segundo ensaio, o objetivo
foi detectar genes diferencialmente expressos associados a presenga de F.
verticillioides, A. flavus e Penicillium spp. em lotes de sementes de milho,
aplicando-se a metodologia de biblioteca subtrativa e analise de expressao

por qTR-PCR.

2 REFERENCIAL TEORICO
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2.1 Fungos associados a sementes de milho

A preservacao da qualidade das sementes durante o armazenamento
¢ um dos principais fatores do processo de producdo e de comercializagao.
Os esforgos despendidos na fase de produgdo podem ndo ser efetivos se ndo
houver a preservagdo da qualidade da semente, no minimo, até a época da
semeadura (CARVALHO; NAKAGAWA, 1988).

A sanidade das sementes de milho ¢ um dos principais fatores que
condiciona o seu desempenho no campo, o estabelecimento de bons estandes
e, consequentemente, boa produtividade. O armazenamento das sementes
para fins agricolas, geralmente, ¢ utilizado para a manutengao de estoques no
periodo da entressafra ou para a provisdo de quantidades suficientes para
atender a demanda de comercializacdo. Muitas vezes, ¢ necessario o
armazenamento por longos periodos, para garantir estoques em anos que
sucedem frustragdes de safras, quando as sementes produzidas estdo aquém
do padriao exigido, ou para a conservacdo de germoplasma (BERJAK, 1987;
WETZEL, 1987). No entanto, as mesmas condigdes de armazenamento que
permitem a manutencdo da viabilidade das sementes, podem também
favorecer a sobrevivéncia de muitos patdgenos importantes para a cultura.

Entre os agentes patogénicos que podem associar-se as sementes, 0S
fungos formam o maior grupo, seguido das bactérias e, em menor proporgao,
dos virus e dos nematoides (MACHADO, 2000).

Os fungos sdo elementos microbianos encontrados em todos os
ambientes. Existem milhares de espécies de fungos, e dentre eles, algumas
espécies atacam ou apenas sobrevivem em produtos agricolas. Os fungos
A.flavus, Penicillium spp. e F. verticillioide considerandos fungos de
armazenamento, quando presentes em sementes causam maior deteriora¢ao
e, consequentemente, perda da qualidade fisioldégica. Quando esses fungos
estdo presentes em graos, as micotoxinas produzidas por eles, causam efeitos
toxicos quando ingeridas por animais e humanos. Dessa maneira, a presenca

do fungo ¢ importante nas sementes pelos danos economicos que acarreta, e
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também nos graos pelo perigo do consumo de micotoxina (MACHADO,
1998).

A distingdo entre fungos de campo e de armazenamento ndo ¢
baseada na classificacdo taxonomica, mas de acordo com as condigOes
ambientais e/ou ecologicas que favorecem o crescimento desses fungos.
Também ndo é absoluta, pois ¢ baseada nos seus habitos de crescimento e
onde os danos ocorrem. Os fungos do campo requerem um teor de umidade
em equilibrio com umidade relativa de 90-100% para desenvolverem.
(MILLER, 1995; SINHA; SINHA, 1991).

O fungo F. verticillioides ¢ um dos principais patogenos associados
a sementes de milho no Brasil, que além de predominar na fitopatologia do
milho, causa podriddo da base do colmo (PBC) e podridio-da-espiga
(PINTO, 1998; WHITE, 1999). Em adicdo a reducdo do estande, F.
verticillioides produz micotoxinas cancerigenas, com efeito comprovado,
tanto para animais como para o homem (RHEEDER et al., 1992). Para seu
controle, deve-se procurar eliminar ou reduzir o inéculo nas suas principais
fontes, ou seja, em sementes e restos culturais.

F. verticillioides é relatado em todos os locais de cultivo do milho,
principalmente nas regides quentes e secas. Varias espécies cultivadas sdo
hospedeiras deste fungo, como Phaseolus vulgaris (feijao), Oryza sativa
(arroz), Hordeum vulgare (cevada), Triticum aestivum (trigo), Vigna
unguiculata (feijao-macassar), Glycine max (soja), Sorghum bicolor (sorgo),
Gossypium hirsutum (algodao) etc. (AGROFIT, 2011).

Os fungos de armazenamento Aspergillus e Penicillium sdo
encontrados em grande nimero em armazéns, moinhos, silos, moegas,
elevadores e equipamentos. Os fungos do gé€nero Aspergillus (A.
halophilicus, A. restrictus, A. glaucus, A. candidus, A. alutaceus (A.
ochraceus) e A. flavus) e os do género Penicillium (P. viridicatum, P.
verrucosum) sdo os indicadores de deterioragdo em sementes e em graos,

causando danos no embrido, descoloragdo, alteragdes nutricionais, perda da
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matéria seca e os primeiros estagios da deterioracdo microbiologica
(MILLER, 1995; SINHA; SINHA, 1991).

A. flavus é um dos patdogenos de sementes mais comum, que causa
deterioragdo das sementes e quando presentes em graos sdo perigosos devido
a sua capacidade de produzir toxinas do tipo aflatoxina, causadoras de
diversos sintomas em aves ¢ mamiferos. Na realidade, 4. flavus é um
complexo de formas, subespécies e variedades, dificeis de serem
identificadas (AGROFIT, 2011).

Penicillium spp. pode ser responsavel por perda em produtos
agricolas. E um agente popularmente chamado de mofos e bolores que
ocorrem em diferentes substratos (KIMATI et al., 1978). E um patogenos
fraco que em certas ocasides incide sobre 6rgdos de reserva, como sementes
e frutos. Em ambos os casos, pode produzir micotoxinas nas sementes.
Penicillium spp. € o agente causal dos bolores de coloragdo azul ou verde
em frutos citricos e podem causar podriddes de frutos muito comuns nas

condi¢des de pos-colheita (KIMATI et al., 1978).

2.2 Métodos de inoculac@o em sementes

A disponibilidade de sementes infectadas ¢ essencial para a
condugdo de diversos estudos no ambito da patologia de sementes como
epidemiologia de doencas transmitidas por sementes, metodologia de
detecgdo de patogenos, teste de eficiéncia de tratamento de sementes, entre
outros (MACHADO, 1988).

Grande parte dos métodos utilizados para inocular fungos em
sementes disponibiliza umidade suficiente para inicializar o processo de
embebicdo e de germinacdo das sementes. Esse fendmeno normalmente
promove modificagdes fisicas e/ou fisioldgicas que dificultam a identificagédo
dos fungos durante a avaliagdo, além de ndo assegurar a infec¢do pelo

patoégeno em niveis desejados (TEIXEIRA et al., 2005).
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Por esses métodos, os fungos ficam aderidos ao tegumento das
sementes e a infeccdo ndo ¢ assegurada. Outro fator limitante seria o tempo
de exposicdo das sementes a coldnia, pois elas podem iniciar a germinagao,
conforme a espécie avaliada (MACHADO et al., 2001a).

A modificagdo do potencial osmotico do substrato do meio de
cultura ¢ utilizado para controlar a germinacdo de sementes em testes de
sanidade, técnica denominada de restri¢ao hidrica (COUTINHO et al., 2001;
MACHADO et al., 2008), e tem recebido atenc¢do nos ultimos anos, devido
as suas vantagens em comparacdo aos métodos convencionais de detecgdo
(FARIAS; DELPONTE; DALMAGRO, 2003; MACHADO et al., 2004a).

A metodologia de condicionamento osmoético ou restricdo hidrica
(HEYDECKER; HIGGINS; GULLIVER, 1973; HEYDECKER; HIGGINS;
TURNER, 1975), originalmente desenvolvida visando a melhoria da
qualidade fisiologica de sementes, foi adaptada na Universidade Federal de
Lavras, em estudos envolvendo ensaios de inoculagdo de sementes com
patogenos (TEIXEIRA, 2005). Nesse método, o potencial hidrico do meio
agarizado, sobre o qual desenvolvera a colonia do patdégeno, ¢ controlado
pela adi¢do de solutos, por exemplo, polietileno glicol (PEG), manitol, KCI,
NaCl, NaOH, MgSO,, MgCl,, K;PO,4, KH,PO,, glicerol, sacarose (PILL,
1994).

O uso da técnica de restrigdo hidrica, em substratos utilizados para
inocular fungos em sementes, tem sido eficaz no controle da germinagdo das
sementes sem afetar o desenvolvimento dos fungos (COSTA, 2003;
MACHADO et al., 2004a). Nesse processo, a germinagdo das sementes pode
ser inibida ou retardada, o que possibilita a exposi¢do destas a colonia do
patégeno por periodos mais prolongados e variaveis, obtendo-se como
consequéncia, maiores percentuais de infec¢do (TEIXEIRA et al.,2005). No
método de inoculagdo, o tempo de contato das sementes com o patégeno ¢é
de grande importancia para obter sementes com diferentes niveis de inoculo.

Machado et al. (2001 b) afirmaram que a técnica de restri¢ao hidrica

do meio de inoculagdo ¢ viavel para infectar sementes com alguns fungos de
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importancia econémica, uma vez que as sementes podem ficar em contato
com o fungo por um maior periodo de tempo, sem contudo, iniciar o
processo de germinagdo e, ainda, com a vantagem de tais sementes,
posteriormente, serem secadas e armazenadas por algum periodo de tempo.

Machado et al. (2001a) mostraram que a incorpora¢do de manitol ao
meio BDA possibilita um maior tempo de exposi¢do das sementes de milho
aos fungos D. maydis, F. verticillioide ¢ C. acremonium, propiciando um
maior numero de plantulas doentes oriundas de sementes inoculadas e séo
alcangados maiores indices de infeccdo das sementes em potenciais hidricos
na faixa de -0,8 a -1,2MPa.

Segundo Machado et al., (2004a), a utilizagdo da restricdo hidrica
como meio de se obter sementes infectadas apresenta vantagens sobre outros
métodos por ndo depender de aspectos como sazonalidade e de operagdes

morosas que nem sempre proporcionam resultados satisfatorios.

2.3 Genes diferencialmente expressos

A transcri¢do de um filamento de DNA, utilizando a sequéncia de
um gene como molde, ¢ a etapa da expressdo génica mais estudada com o
objetivo de qualificar e de quantificar um gene ou conjuntos de genes
diferencialmente expressos por célula, tecido ou organismo numa dada
condigéo.

A colegdo completa de mRNAs transcritos em célula, tecido ou
orgdo em um momento particular ¢ denominada de transcriptoma e o estudo
dos mRNAs transcritos ¢ denominado transcritomico (DALE; SCHANTZ,
2002). O estudo do transcritoma de célula ou tecido representa o primeiro
passo na caracterizacdo funcional de genes de interesse e identificagdo de
locos corregulados. As metodologias utilizadas para estabelecer perfis
transcricionais geralmente baseiam-se na geracdo de populagdes de cDNA a

partir da populagdo de mRNA expressa.
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O primeiro grupo de técnicas de analise de transcriptomas baseia-se
nas varias formas de acessar a quantidade de um transcrito especifico em
dada amostra em um determinado momento. Entre as técnicas que compoem
este grupo destacam-se os ‘“Northern Blots” (ALWINE; KEMP; STARK,
1977) Ensaio de Protecdo de Ribonuclease (“Ribonuclease Protection
Assay” ou RPA - WINTER et al.,1985), Transcrigdo Reversa (“Reverse
Transcription” ou RT) seguida de PCR em Tempo Real (“Real Time RT-
PCR” - TagMan — GIBSON; HEID; WILLIAMS, 1996) ¢ Ensaio de
Extensdo de Iniciador (“Primer Extension Assay” — BOORSTEIN; CRAIG,
1989).

O segundo grupo de técnicas se ocupa com a andlise global de
transcritos. Entre as técnicas compreendidas nesse grupo, € possivel citar a
Analise Serial da Expressao Génica (“Serial Analysis of Gene Expression”
ou SAGE - VELCULESCU et al., 1995), Seqiienciamento de Assinaturas
Massivamente Paralelo (“Massively Parallel Signature Sequencing” ou
MPSS - BRENNER et al, 2000) e Pirosequenciamento (WEBER et
al.,2007).

Um terceiro grupo de técnicas abrange a comparacdo de diferentes
transcritomas ¢ a ciéncia envolvendo essas técnicas pode ser chamada de
transcritbmica comparativa. Nesse grupo, destacam-se as técnicas
“Differential Display” (LIANG; PARDEE, 1992), “RNA fingerprinting”
(WELSH et al., 1992), Polimorfismo de Comprimento de Fragmento
Amplificado baseado em cDNA (cDNA-AFLP - BACHEM et al., 1996),
“GeneFishing” (KIM et al.,, 2004), Hibridizacdo Subtrativa (BAUTZ;
REILLY, 1966; DIATCHENKO et al., 1996) e Microarranjos de DNA
(SCHENA et al., 1995). Tais técnicas permitem isolar transcritos que sejam
expressos em um dado tecido, fase do desenvolvimento ou condi¢do, como,
por exemplo, situacdo de doenca sist€émica na planta, utilizando amostra
controle como referéncia para comparagao.

Entre os métodos apresentados acima, a hibridizagao subtrativa ¢ o

unico capaz de enriquecer populagdo de cDNAs com transcritos
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diferencialmente expressos. O método foi primeiramente utilizado por Bautz
e Reilly (1966) para purificar o mRNA do fago T4. A amostra que possui 0s
transcritos de interesse ¢ chamada testadora (“tester”) e aquela utilizada
como controle ¢ chamada referéncia (“driver”). Embora haja variagdes no
método, a teoria basica da subtragdo é a mesma: ambas as amostras de
mRNA sdo convertidas a cDNA, os quais sdo postos para hibridizar; as
sequéncias hibridas sdo removidas e as restantes, ndo-hibridizadas,
representam os genes que foram expressos na amostra testadora, mas nao
foram na referéncia. Logo, esses sdo os transcritos diferencialmente
expressos entre as amostras (DALE; SCHANTZ, 2002; JI; CAI 2004).

As metodologias tradicionais de hibridizacao subtrativa sdo de uso
limitado, porque elas requerem grandes quantidades de mRNA inicial e
produzem infima quantidade de cDNA ao final do processo, dificultando sua
clonagem. A Hibridizagdo Subtrativa Supressiva (SSH) (DIATCHENKO et
al., 1996), um método baseado em PCR, contornou as limita¢des das
técnicas anteriores, resultando em um enriquecimento de 1000 vezes na
quantidade de transcritos diferencialmente expressos, sendo assim adequado
a identificagdo de transcritos raros (JI; CAI, 2004)

Na SSH, o cDNA ¢ sintetizado a partir de mRNA obtido das duas
amostras que se pretende comparar: a testadora e a referéncia. A amostra
testadora € subdividida em duas partes, sendo cada uma delas ligada a um
adaptador diferente (a sequéncia deste adaptador é complementar aos
iniciadores que serdo utilizados posteriormente para amplificagdo por PCR).
Duas hibridizagdes sdo entdo realizadas. Na primeira, um excesso de cDNA
referéncia é adicionado a cada amostra do testador. As amostras sdo entdo
desnaturadas por calor para complementarem-se, gerando as moléculas tipo
‘a’, ‘b’, ‘¢’ e ‘d’ em cada amostra (Figura 1). As moléculas tipo ‘a’ sdo
significativamente enriquecidas com sequéncias diferencialmente expressas,
enquanto os cDNAs que ndo sdo diferencialmente expressos formam as
moléculas tipo ‘c’ mediante complementagdo com o cDNA referéncia

(DIATCHENKO et al., 1996).
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Figura 1. Diagrama esquematico da metodologia da SSH. Linhas solidas
representam os cDNAs digeridos com Rsa I. Caixas azuis representam a
parte externa do adaptador 1 e 2R, que sdo idénticas e complementares ao
iniciador da primeira PCR. Caixas brancas representam a parte interna do
adaptador 1 e s3o complementares ao iniciador interno 1 da segunda PCR.
Caixas amarelas representam a parte interna do adaptador 2R e sdo
complementares ao iniciador interno 2R da segunda PCR (DIATCHENKO
et al., 1996).

Na segunda hibridizagdo, as duas amostras da primeira hibridizagao
sao misturadas sem serem desnaturadas. Agora, somente os cDNA testadores
unifilamentares subtraidos e equalizados podem se reassociar, formando
novo tipo de hibridos: as moléculas tipo ‘e’. Esses novos hibridos serdo

amplificados por PCR, gerando a populacdo de cDNAs enriquecida com
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sequéncias diferencialmente expressas. As moléculas tipo ‘a’ e ‘d’ ndo
podem ser amplificadas, por ndo possuirem o sitio de complementagdo dos
iniciadores. Devido ao efeito de supressdo da PCR, a maioria das moléculas
tipo ‘b’ forma estrutura em grampo, que previne sua amplificacdo. As
moléculas tipo ‘c’ possuem somente um sitio de complementagdo de primer,
e sdo amplificadas linearmente. As moléculas tipo ‘e’ amplificadas podem
ser diretamente inseridas em vetor T/A, o qual é adaptado para produtos de
PCR, para a clonagem ¢ obtencdo de biblioteca subtrativa (DIATCHENKO
et al., 1996).

A hibridizagdo subtrativa tem sido muito empregada na identificacdo
de transcritos ativados em situacdo de doenga (DALE ¢ SCHANTZ, 2002).
Varios trabalhos tém sido publicados utilizando a SSH para identificar, com
sucesso, transcritos diferencialmente expressos (AKOPIAN e WOOD, 2000;
FERNANDEZ et al., 2002; HEIN et al., 2004; DEGENHARDT et al., 2005;
WANG et al., 2007; ZOUARI et al., 2007). Em alguns desses trabalhos, os
cDNA clonados sdo impressos em micro ou macroarranjos e hibridizados
com cDNAs-alvo adequados para a confirmagdo da expressdo diferencial
(YANG et al., 1999; ZENGH et al., 2004; RISHI et al., 2004; LI et al.,
2007).
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CAPITULO 2

Inoculacéo de Aspergillus flavus, Fusarium verticillioides e Penicillium

spp. em sementes de milho por restri¢do hidrica
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RESUMO

A disponibilidade de sementes com diferentes niveis de infeccdo por
fungos ou para outros patdgenos transmissiveis por essa via € extremamente
importante para diversos estudos em patologia de sementes. A técnica de
restricdo hidrica tem sido eficazmente utilizada na inoculagdo artificial de
fungos em sementes. No presente trabalho, teve-se como objetivo avaliar a
técnica de restricdo hidrica de infeccdo e o desempenho de sementes de
milho submetidas a diferentes tempos de inoculagdo com 4. flavus, F.
verticillioides e Penicillium spp. As colonias fungicas foram isoladas de
sementes de varios lotes de milho a partir do teste de sanidade. A partir
dessas colonias foi feita suspensdo de esporos e adicionado 1 mL dessa
suspensdo por placa com DDA mais manitol no potencial hidrico -1 MPa.
Apoés o crescimento das colonias, foram distribuidas sementes em camada
Unica e levemente prensadas sob o meio, permanecendo no substrato por
diferentes periodos de contaminagdo, 0, 24, 48, 72, 96 ¢ 120h. As sementes
foram retiradas do meio secadas sobre papel de filtro e submetidas aos testes
de germinagdo, 1* contagem de germinac¢do,% de sementes contaminadas e
% de sementes viaveis. Pelos resultados, pode-se concluir que a infecgdo ¢é
crescente e a qualidade fisiologica decrescente na faixa de 48 a 96h de
inoculagdo para sementes inoculadas com os fungos A. flavus e F.
verticillioides. Para sementes inoculadas com o fungo Penicillium spp., a
infecgdo é crescente a medida que se aumenta o tempo de inoculagdo e a
qualidade fisioldgica permanece sem alteragdes significativas.

Palavras chave: Zea mays L. germinagdo. restri¢ao hidrica.
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ABSTRACT

The availability of seeds with different levels of infection by fungi
or other pathogens transmitted by this route is extremely important for many
studies in seed pathology. The water restriction technique has been
effectively used in the artificial inoculation of fungi on seeds. In the present
work was to evaluate the technique of water restriction infection and
performance of maize seeds subjected to different times of inoculation with
A. flavus F. verticillioides and Penicillium spp.The fungal colonies were
isolated from several batches of seed corn from sanity. From these colonies
was made spore suspension and 1 ml of this suspension per plate with ADD
more mannitol in water potential of -1 MPa. After growth the colonies were
distributed seed layer and gently pressed only in the medium remained in the
substrate for different periods of infection, 0, 24, 48, 72, 96 and 120h. The
seeds were removed from half dried on filter paper and subjected to
germination, first germination count,%% contaminated seed and viable seed.
The results can be concluded that the infection is increasing quality and
decreasing the physiological range of 48 to 96 hours of inoculation for seeds
inoculated with the fungi A. flavus and F. verticillioides. For seeds
inoculated with the fungus Penicillium spp. infection is increasing with
increasing time of inoculation and physiological quality remains without
significant changes.

Key words: Zea mays L. germination. water restriction.
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1 INTRODUCAO

O milho (Zea mays L.), em razdo de seu potencial produtivo,
composi¢do quimica e valor nutritivo, ¢ um dos mais importantes cereais
cultivados e consumidos no mundo. Por causa da sua multiplicidade de
aplicagdes, tanto na alimentagdo humana como animal, tem relevante papel
socioecondmico, além de ser matéria prima basica para diversificados
complexos agroindustriais (FANCELLI; DOURADO NETO, 2000).

A qualidade das sementes ¢ fator importante em programas de
producdo agricola, visto que as caracteristicas agronomicas das cultivares
obtidas pelas pesquisas chegam aos agricultores pelas sementes. Essas
sementes podem ser analisadas sob os aspectos fisicos, fisiologicos,
sanitarios e genéticos (SILVA, 2000).

Entre os diversos fatores que afetam a qualidade das sementes de
milho, os microrganismos sdo considerados como dos mais importantes por
estarem relacionados com a baixa germinacdo e baixo vigor, além de
acelerarem o processo de deterioragdo durante o armazenamento. A maioria
dos fitopatogenos € capaz de sobreviver nas sementes por longos periodos de
tempo e ser disseminada, causando sérios prejuizos aos agricultores
(COUTINHO et al. 2007).

Sementes de milho podem ser infectadas por varios fungos durante o
seu desenvolvimento e também, apos a colheita, no armazenamento. Alguns
fungos infectam as sementes ainda no campo, requerendo para o seu
crescimento, umidade relativa em torno de 90-95%. Enquanto outros fungos
de armazenamento sdo capazes de sobreviver em ambiente com baixa
umidade, proliferando em sucessdo aos fungos de campo e causando a
deterioragdo das sementes (TANAKA, 2001).

Entre os fungos de campo veiculados pelas sementes de milho, no
Brasil, F. verticillioides Sac. Niremberg (Fusarium moniliforme Sheldon) ¢ o
mais frequente. Ja os fungos Aspergillus spp. e Penicillium spp. sdo 0s mais

comuns em armazenamento.
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Em diversos estudos sobre a associagdo de A. flavus, F.
verticillioides e Penicillium spp. com sementes de milho, ha necessidade de
obtengdo de sementes infectadas, inclusive com graus de incidéncia
diferenciados. Os métodos de inoculagdo de fungos s@o importantes em
estudos, visando a deteccdo e ao controle de patdgenos, aos estudos
epidemiologicos das doengas, as demonstragdes que fazem uso de sementes
com patdgenos e aos estudos fisioldgicos relacionados a resisténcia de
variedades a esses microrganismos (COUTINHO et al. 2007).

Tem sido crescente o interesse pela utilizagdo da técnica de
inoculagdo, utilizando-se a restrigdo hidrica, seja em meio de cultura
agarizado ou substrato de papel. Essa técnica tem objetivo de inibir ou
retardar a germinagdo das sementes, facilitando as operagdes de avaliagdes
de flora fingica em testes de sanidade (MACHADO et al., 2004b). No
presente trabalho, teve-se como objetivo avaliar a técnica de restrigdo hidrica
de infecgdo e o desempenho de sementes de milho submetidas a diferentes

tempos de inoculagdo com A. flavus, F. verticillioides e Penicillium spp.

2 MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi desenvolvido no Laboratorio Central de
Sementes e no Laboratério de Patologia de Sementes dos departamentos de
Agricultura e de Fitopatologia da Universidade Federal de Lavras. Foram
realizados trés ensaios com sementes de hibrido simples de milho, safra
2009/2010 (Santa Helena), infectadas com isolados de A. flavus, F.

verticillioides e Penicillium spp.

2.1 Obtencéo dos isolados

Os isolados foram obtidos a partir de diferentes lotes de sementes de

milho, pelo método “Blotter test’. Coldnias dos fungos em estudo, apds

identificagdo, foram transferidas para placas de Petri, contendo BDA (Batata
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Dextrose Agar) e incubadas em BOD a 25 °C por sete dias. Apds obtencio
das culturas puras, essas culturas foram preservadas em tubos de ensaio

contendo meio BDA inclinado.

2.2 Inoculacéo das sementes

Sementes de milho foram inoculadas, separadamente com os fungos
A. flavus, F. verticillioides ¢ Penicillium pelo método de restricdo hidrica em
substrato agarizado (MACHADO, 2001a). Utilizou-se potencial hidrico de —
1 MPa pela adigdo de manitol ao meio BDA (Batata Dextrose Agar) a 2%.
Para obtencdo do indculo placas de Petri de 15 cm de didmetro contendo
BDA a — 1 MPa foram inoculadas, separadamente, com 1 mL de suspensao
de conidios, proveniente de culturas puras dos fungos A. flavus, F.
verticillioides e Penicillium. Em seguida, as placas foram incubadas em
camara de germinacdo tipo BOD com temperatura ajustada para 25 °C e
regime de luz de 12 horas, durante sete dias para desenvolvimento das
coldnias dos fungos.

Apo6s desenvolvimento das colonias fungicas, 800 sementes de
milho, previamente desinfestadas por imersdo em hipoclorito de sodio 1%,
lavadas e secas foram distribuidas uniformemente, em camadas simples,
sobre as colonias e mantidas em incubagdo em camara de germinagao tipo
BOD, com temperatura previamente regulada a 25+1 °C e fotoperiodo de 12
horas, por 24, 48, 96 ¢ 120 horas. Apo6s cada periodo de exposigdo, as
sementes foram colocadas para secar por 24 horas em condigdes ambientais
de laboratoério e acondicionadas em sacos de papel e armazenadas em camara
fria (10°C e 70% UR) até realizacdo das avaliagdes. Como testemunha
utilizaram-se sementes desinfestadas e ndo inoculadas. A testemunha nao foi
colocada no meio BDA, pois esse meio pode funcionar como priming.

As sementes expostas aos tratamentos de restrigdo hidrica,
inoculadas e as sementes ndo inoculadas foram submetidas a avaliagdo da

qualidade sanitaria pelo Blotter test com congelamento, enquanto a
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qualidade fisiologica foi determinada peles testes de germinacdo, primeira
contagem do teste de germinacdo e teste de Tetrazolio, conforme descrito a
seguir.

2.3 Avaliacéo da Qualidade

-Teste de Germinac¢do

O teste de germinacdo foi conduzido a partir da utilizagdo de 200
sementes (quatro repetigdo de 50 sementes) distribuidas sobre substrato de
papel (tipo germitest) na forma de rolo, umedecido com agua destilada 2,5
vezes o peso do papel seco, em germinador regulado a temperatura de 25 °C
+ 2 °C. As avaliagdes foram realizadas aos quatro e aos sete dias, conforme
os critérios estabelecidos nas Regras para Andlise de Sementes (BRASIL,
2009). Os resultados foram expressos em porcentagem de plantulas normais.

- Primeira Contagem de Germinacio

A primeira contagem do teste de germinagdo foi realizada em
conjunto com o teste de germinagdo, avaliando-se o numero de plantulas
normais, aos quatro dias apos semeadura, de acordo com as Regras para
Analise de Sementes (BRASIL, 2009).

-Teste de Tetrazolio

Quatro subamostras de 25 sementes foram acondicionadas em rolos
de papel germitest umedecidos com agua por periodo de 18 horas a
temperatura de 21" C. Posteriormente, as sementes foram seccionadas no
sentido longitudinal e¢ imersas em solucdo de 2,3,5 trifenil cloreto
(Tetrazélio) a 0,5% por periodo de seis horas a temperatura de 30" C para
coloracdo na auséncia de luz. Apos este periodo, as sementes foram lavadas
em agua corrente ¢ avaliadas de acordo com as Regras para Analise de
Sementes (BRASIL, 2009). Os resultados foram expressos em porcentagem
de sementes viaveis.

-Qualidade Sanitaria das sementes
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A qualidade sanitaria das sementes foi avaliada pelo “Blotter test”
com congelamento. Antes de submeter as sementes ao teste de sanidade,elas
foram tratadas com hipoclorito de sodio a 1% durante um minuto, para
eliminar a contaminagao superficial das sementes pelos fungos 4. flavus, F.
verticillioides e Penicillium spp. Foram distribuidas 200 sementes (oito
repetigdes de 25), para cada periodo de exposicdo e de espécie de fungo
inoculado, em placas de Petri de 15 cm de didmetro, contendo trés folhas de
papel de filtro previamente esterilizadas ¢ umedecidas com agua destilada
esterilizada. As placas, contendo as sementes, foram incubadas por 24 horas
a temperatura de 20 + 2 °C, transferidas para freezer por mais 24 horas e
posteriormente incubadas a temperatura de 20 = 2 °C, fotoperiodo de 12
horas, por cinco dias. Ao final desse periodo, as sementes foram examinadas
ao microscopio estereoscopio, verificando, morfologicamente, a incidéncia
dos fungos A. flavus, F. verticillioides e Penicillium spp. Os resultados

foram expressos em porcentagem.

2.4 Delineamento experimental e analise estatistica

O delineamento experimental usado foi inteiramente casualizado
com quatro repeti¢des, sendo seis tempos de inoculagdo (0, 24, 48, 72,96 ¢
120) para cada fungo (Fusarium, Penicillium e Aspergillus). Foi realizada
analise de varidncia dos dados e os resultados foram apresentados por meio
de analises de regressdo para os tempos de inoculagdo para cada fungo

estudado (FERREIRA, 2008).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Com base nos resultados do teste de germinacdo (Figura 1), foi
observado que para sementes inoculadas com os fungos, F. verticillioides e
Penicillium spp., o aumento do tempo de exposi¢do das sementes ao inéculo

gerou reducdo linear no percentual de germinacdo, de 91% para 74% e de
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91% para 84%, respectivamente. Provavelmente, esse fato ocorreu porque a
presenca desses fungos nas sementes aumenta deterioragdo das mesmas ¢

consequentemente perda da qualidade fisiologica.
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Figura 1: Porcentagem de plantulas normais de sementes de milho avaliadas
pelo teste de germinacdo apds serem submetidas a diferentes tempos de
inoculagdo com (¢) 4. flavus, (A ) F. verticillioides e (m) Penicillium spp.

Goulart e Fialho (1998) verificaram que a presenca de F.
moniliforme, em altas incidéncias nas sementes de milho pode provocar
reducdo do poder germinativo, bem como produzir toxinas para mamiferos e
aves. Em trabalho realizado com sementes de feijdo, Costa et al. (2003)
observaram diminui¢do da germinagdo a medida que se aumentou o tempo
de permanéncia das sementes em contato com o fungo Fusarium oxysporum
f. sp. phaseoli.. Machado et al. (2001 a), em trabalho realizado com
sementes de milho, observaram pelos resultados dos testes de germinagdo e
emergéncia das plantulas, que os tratamentos que permitiram maior periodo
de contato das sementes com a colonia de F. verticillioides apresentaram
maiores percentuais de plantas com lesdes causadas por este patogeno.

Para sementes inoculadas com A. flavus, percebe-se que houve
queda maior na porcentagem de germinagdo a partir de 72h, de 91% para

78%. Teixeira et al. (2005), em trabalho realizado com sementes de milho,
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observaram que A. strictum reduziu a germinacdo de sementes de milho,
quando essas sementes foram submetidas a microbiolizagdo com o patdogeno
por periodos acima de 72 horas.

Pelos resultados da primeira contagem da germinagdo, apresentados
na figura 2, observam-se resultados similares aos obtidos no teste de
germinagdo. Sementes inoculadas com os fungos F. verticillioides e A. flavus
reduziram significativamente a porcentagem de plantas germinadas a medida
que se aumentou o tempo de exposicdo das sementes ao patdgeno,
diminuindo de 88% para 63% a porcentagem de plantas germinadas para o
F. verticillioides e de 88% para 54% para o A. flavus. J4 para sementes
inoculadas com Penicillium spp. nota-se que ocorreu decréscimo nao
significativo, 88% para 84%, de sementes germinadas a medida que se
aumentou o tempo de exposicao das sementes ao patdégeno. Pode-se inferir
que os fungos F. verticillioides e A. flavus foram mais patogénicos do que o
Penicillium spp., uma vez que causaram diminuicao significativa no vigor do

lote de sementes.
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Figura 2: Porcentagem de sementes de milho germinadas aviladas pelo teste
de primeira contagem de germinagdo ap6s serem submetidas a diferentes
tempos de inoculagdo com (¢) A. flavus, (A) F. verticillioides e (m)
Penicillium spp.
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Lucca Filho (1984) afirma que espécies de Fusarium, Aspergillus e
Penicillium podem contribuir para a redu¢do do poder germinativo, além
disso, F. verticillioides pode inibir o desenvolvimento de raizes das plantulas
devido ao fato de o fungo sintetizar toxina no endosperma da semente de
milho (MACHADO, 2000).

Na figura 3, referente a viabilidade, observa-se que em sementes
inoculadas com 4. flavus e F. verticillioides houve perdas na qualidade de
acordo com o aumento do tempo de exposi¢do das sementes ao patdgeno.
Verificou-se aumento de 23% de sementes inviaveis para o A. flavus e de
16% para F. verticillioides ao final dos 120 dias de inoculagdo, indicando
assim, como nos testes de germinagao e de primeira contagem, que esses sao
fungos que causam mais danos as sementes do que o Penicillium spp. Uma
deterioracdo ainda maior ¢ esperada se essas sementes fossem armazenadas,

por esses serem fungos de armazenamento.
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Figura 3: Porcentagem de sementes de milho viaveis avaliadas pelo teste de
tetrazolio ap6s serem submetidas a diferentes tempos de inoculagdo com (¢)
A. flavus, (A) F. verticillioides e (m) Penicillium spp.

Em sementes inoculadas com Penicillium spp., ndo houve diferenga

significativa na viabilidade em relagdo aos diferentes tempos de contato das

sementes com o patégeno.
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Na figura 4, observa-se que a incidéncia do fungo F. verticillioides
em sementes de milho, inoculadas com o referido patégeno em diferentes
tempos de inoculagao, foi elevada em todos os tratamentos e sendo crescente
com aumento do tempo de exposi¢do das sementes ao patdogeno, indo de
59% a 98%. Como o F. verticillioides também é um fungo de campo, as
sementes ja apresentavam porcentagem de infeccdo antes mesmo da
inoculagdo. Como esse patdgeno apresenta crescimento rapido e penetra
facilmente nos tecidos protetores das sementes, apos o periodo de exposigdo

das sementes ao fungo observou um indice de 98% de infec¢do das

sementes.
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F
igura 4: Porcentagem de sementes de milho contaminadas avaliadas de
acordo com o teste de sanidade apo6s serem submetidas a diferentes tempos
de inoculagdo com (¢) A. flavus, (A ) F. verticillioides e (m) Penicillium spp.

Para sementes inoculadas com A. flavus, percebem-se resultados
similares aos obtidos por sementes inoculadas com F. verticillioides, porém
com menor expressdo do A. flavus inicialmente, apenas 4%. Pela analise
desses resultados, verifica-se que o tempo de exposicdo das sementes aos
fungos 4. flavus e F. verticillioides ndo precisa ser prolongado para além de
96 horas, em que se percebe-se uma estabilizacdo de sementes

contaminadas. Ja nas sementes inoculadas com Penicillium spp. a infecgdo ¢
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crescente a medida que se aumentou o tempo de exposigdo, passando de 5%
a 69% de infeccdo ao final das 120 horas de exposicdo das sementes ao
patdgeno.

Observa-se, no teste de sanidade, desenvolvimento significativo dos
fungos. Segundo Coutinho (2001) e Machado et al. (2008), o maior
crescimento micelial dos fungos em meio com manitol pode estar
relacionado a utilizagdo desse soluto como fonte adicional de energia ou ao
melhor ajuste osmoético da célula fingica pela absorcdo dos solutos,

permitindo maior turgor para a extensdo celular.

4 CONCLUSOES

A técnica de restricdo hidrica ¢ eficiente para infeccdo das sementes
de milho ao longo do tempo, sendo 48 e 96 horas de inoculagdo para os
fungos 4. flavus e F. verticillioides, respectivamente.

A técnica de restri¢do hidrica s6 foi eficiente para o Penicillium spp.
a partir de 120 horas de exposi¢do ao fungo.

A infec¢do ¢é crescente e a qualidade fisiologica de sementes de
milho é decrescente na faixa de 48 a 96 horas de inoculagdo para sementes
inoculadas com os fungos A. flavus e F. verticillioides.

Em sementes inoculadas com o fungo Penicillium spp., a infeccdo é
crescente a medida que se aumenta o tempo de inoculagdo e a qualidade
fisiologica das sementes de milho permaneceram sem alteragdes

significativas.
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CAPITULO 3

Expressdo diferencial de genes nas interacdes entre sementes de milho e

Aspergillus flavus, Fusarium verticillioides e Penicillium spp.
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RESUMO

A presenca de fungos nas sementes e graos tem importincia
especial, devido aos danos econdmicos que acarretam perda de qualidade
fisioloégica nas sementes e por prejuizos, a saide humana e animal por
consumo de graos infectados. O objetivo deste trabalho foi detectar genes
diferencialmente expressos associados a presenca de A. flavus, F.
verticillioides e Penicillium spp. em lotes de sementes de milho, aplicando-
se a metodologia de biblioteca subtrativa supressiva (SSH) e analise de
expressdo por qRT-PCR. Sementes de hibrido simples de milho da Santa
Helena Sementes - safra 2009/2010 foram inoculadas por periodos de 48 ¢
96 horas pelo método de restrigdo hidrica, ¢ em sequéncia, submetidas aos
testes de qualidade: germinagdo, 1* contagem de germinagdo, sanidade,
Tetraz6lio e IVG. Com os resultados obtidos nos testes fisiologicos
selecionaram-se os tratamentos: testemunha(T), 96 sem fungo (96), 96 com
Fusarium (F96), 96 com Penicillium (P96), 96 co Aspergillus (A96) para
construgdo das bibliotecas. O RNA foi extraido e purificado em mRNA para
construgdo das bibliotecas subtrativas de supressdao pelo kit PCR — Select
TM cDNA subtration (CLONTECH). Seis bibliotecas de cDNA foram
construidas a partir dos mRNAs: Biblioteca 1- TF; Biblioteca 2- TP;
Biblioteca 3- TA; Biblioteca 4- 96F; Biblioteca 5- 96P; Biblioteca 6- 96A.
Os genes diferencialmente expressos encontrados em cada biblioteca foram
clonados e sequenciados. Os contigs foram montados com o uso do DNA
baser e comparados com as sequéncias disponiveis no NCBI, analisando-se a
similaridade das sequéncias pelo BLASTn. As sequéncias encontradas foram
utilizadas para identificar os genes correspondentes a cada EST analisados.
Os genes de interesse foram selecionados para cada tratamento e através do
programa Primer Express 3.0 foram desenhados os primers e enviados para
sintese. Confirmaram-se os genes diferencialmente expressos encontrados
nas bibliotecas construidas através qRT-PCR. A maioria dos genes
diferencialmente expressos encontrados relaciona-se as situacdes de estresse
da semente, como o gene Poliubiquitina, gene clone 3516, proteina
SPATULA, o gene GPC, proteina hipotética, proteina hipotética do milho e
o gene da catalase. Ja os genes asparto aminotransferase, zinc finger,
antranilato sintase, cisteina proteinase ¢ SOD4, apesar de identificados como
genes diferencialmente expressos pela biblioteca ndo apresentaram diferencga
na expressdo entre sementes de milho secas, embebidas e infectadas com os
fungos F. verticillioides, A. flavus e Penicillium spp, verificadas por qRT-
PCR. A metodologia de biblioteca subtrativa supressiva ¢ eficiente para
detecgdo de genes diferencialmente expressos quando os fungos F.
verticillioides, A. flavus e Penicillium spp. estdo presentes em sementes de
milho. A técnica de qRT-PCR validou todas as bibliotecas construidas (TF,
TP, TA, 96P ¢ 96A), com excecdo da biblioteca 96F.

Palavras chave: Biblioteca subtrativa supressiva. genes diferencialmente
expressos. semente de milho.
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ABSTRACT

The presence of fungi on seeds and grains has special importance
due to the economic damage that causes loss of vigor in semnentes and
damage to human and animal health through consumption of infected
kernels. The aim of this study was to detect differentially expressed genes
associated with the presence of A. flavus F. verticillioides and Penicillium
spp. Batch corn seed, applying the methodology of suppressive subtractive
library (SSH) and expression analysis by qRT-PCR. Simple hybrid seed corn
of St. Helena Seeds - 2009/2010 harvest were inoculated for 48 and 96 hours
by the method of water restriction and sequentially subjected to quality tests:
germination, first count, sanity, and Tetrazolium IVG . With the results
obtained in physiological tests were selected treatments: control (T), 96
without fungus (96), 96 with Fusarium (F96), 96 with Penicillium (P96), 96
co Aspergillus (A96) for the construction of libraries. The RNA was
extracted and purified mRNA for construction of suppression subtractive
libraries by PCR kit - Select cDNA subtration TM (CLONTECH). Six
c¢DNA libraries were constructed from mRNAs: Library 1 - TF; Library 2 -
TP; Library 3 - TA; Library 4 - 96F; Library 5 - 96P; Library 6 - 96A. The
differentially expressed genes found in each library were cloned and
sequenced. The contigs were assembled using DNA baser and compared
with the sequences available in NCBI analyzing the similarity of the
sequences by BLASTn. The sequences found were used to identify the genes
corresponding to each EST analyzed. The genes of interest were selected for
each treatment and through the Primer Express 3.0 program primers were
designed and sent to synthesis. It was confirmed differentially expressed
genes found in libraries constructed using qRT-PCR. The majority of
differentially expressed genes found are related to stress as the seed
polyubiquitin gene, gene clone 3516, SPATULA protein, the gene GPC,
hypothetical protein, hypothetical protein from corn and catalase gene.
Already asparto aminotransferase genes, zinc finger, anthranilate synthase,
cysteine proteinase and SOD4, although genes identified as differentially
expressed by the library showed no difference in expression between maize
seeds dried, soaked and infected with the fungus F. verticillioides, A. flavus
and Penicillium spp, verified by qRT-PCR. The method of suppressive
subtractive library is efficient for detecacdo of genes differentially expressed
when the fungus F. verticillioides, A. flavus and Penicillium spp. are present
in maize seeds. The technique of qRT-PCR validated all libraries built (TF,
TP, TA, 96P and 96A), with the exception of the library 96F.

Keywords: Suppressive subtractive library. differentially expressed genes.
seed corn.
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1 INTRODUCAO

Sementes de milho podem ser infectadas por varios fungos, durante
o seu desenvolvimento e, também, apos a colheita, no armazenamento.
Assim, as sementes sdo importante meio para a sobrevivéncia e veiculagdo
de patdgenos, inclusive para fungos de armazenamento, responsaveis pela
sua deterioragio (LUCCA FILHO, 1987). A presenga de fungos em
sementes ¢ em graos tem importancia especial, devido aos danos economicos
que acarreta deterioracdo e perda da qualidade fisioldgica nas sementes e por
prejuizos a saide humana e animal por consumo de graos infectados com
esses fungos por causa das micotoxinas que eles produzem. Dessa forma,
torna-se muito importante, o desenvolvimento de metodologia de deteccao
répida e segura desses patdgenos, em sementes € em graos, para agilizar a
tomada de decisdes relativas a destinacdo e a distribuicdo geografica dos
lotes, bem como o descarte ou o tratamento com agentes erradicantes e/ou
protetores.

E nesse sentido que a informagio basica relativa a expressio de
genes especificos da interagdo semente/patogeno se vincula as acdes de
defesa agropecuaria, na medida em que propicia o desenvolvimento de
metodologias rapidas e seguras para identificacdo da infestacdo desses
fungos em sementes de milho, por intermédio da marcagdo ou da
identificac@o de proteinas especificas dessa interagao.

A identificagdo de genes expressos especificamente ou de forma
aumentada, quando da infeccdo de sementes de milho por fungos de
armazenamento, ¢ de substancial importancia para o entendimento dos
mecanismos que governam essa infec¢do, para que sejam desenvolvidos
métodos de detecgdo precoce da presenga desses microrganismos em lotes
de sementes. Lana, Carneiro ¢ Souza (2004) identificaram a partir da
construcdo da biblioteca subtrativa supressiva (SSH), clones para serem
utilizados em andlises de expressdao génica, fornecendo informagdes

importantes para a elucidagdo dos mecanismos de resisténcia ao Mosaico
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Comum do Milho. Os métodos de deteccdo de patdogenos seguros e rapidos
sdo fundamentais para a tomada de decisdo quanto a forma de
armazenamento ou, em casos especificos, ao descarte de lotes.

SSH tem como objetivo identificar e enriquecer fragmentos de
mRNA raros ¢ diferencialmente expressos. A hibridizagdo subtrativa provém
metodologia direcionada para selecionar unicamente as espécies singulares
de cDNA, removendo as sequéncias em comum que sdo expressas (JIANG
et al.,2000). A técnica envolve a hibridizagdo de uma primeira fita de cDNA
gerada a partir de um mRNA “tester” (um dos RNAs pesquisados ligados
aos adaptadores) com um mRNA obtido de um Driver (outro dos RNAs
pesquisados, ndo ligados aos adaptadores). Apos a obtengao das espécies de
mRNA de interesse, utiliza-se a enzima que catalisa a reacdo de obtengdo de
um DNA a partir de moléculas de RNA, para que as mesmas sejam copiadas
em moléculas de fita simples de cDNA. Em etapas subsequentes, ¢ possivel
obter moléculas de DNA dupla-fita, que podem ser clonadas em um vetor
especifico (VEDOY; BENGTSON; SOGAYAR, 1999; WHITFIELD et al.,
2002).

A hibridizagdo subtrativa vem sendo muito empregada na
identificacdo de transcritos ativados em situagdo de doenga (DALE;
SCHANTZ, 2002). Varios trabalhos tém sido publicados utilizando a
hibridagdo subtrativa supressiva para identificar, com sucesso, transcritos
diferencialmente expressos (AKOPIAN; WOOD, 2000; FERNANDEZ et
al., 2002; HEIN et al., 2004; DEGENHARDT et al., 2005; WANG et al.,
2007; ZOUARI et al., 2007). Em alguns desses trabalhos, os cDNA clonados
sd0 impressos em micro ou macroarranjos ¢ hibridizados com ¢cDNAs-alvo
adequados para a confirmacdo da expressdo diferencial (YANG et al., 1999;
ZHENG et al., 2004; RISHI et al., 2004; LI et al., 2007).

O objetivo deste trabalho foi detectar genes diferencialmente
expressos associados a presenca de F. verticillioides, A. flavus e Penicillium
spp. em lotes de sementes de milho, aplicando-se a metodologia de

biblioteca subtrativa supressiva e analise de expressao por qRT-PCR.
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2 MATERIAL E METODOS

O trabalho foi desenvolvido no Laboratorio Central de Sementes, no
Laboratorio de Fisiologia de Plantas e no Laboratorio de Patologia de
Sementes dos departamentos de Agricultura e de Fitopatologia da
Universidade Federal de Lavras. Foram realizados trés ensaios com sementes
de hidrido simples de milho, safra 2009/2010, infectadas com isolados de 4.

flavus, F. verticillioides e Penicillium spp.

2.1 Inoculacéo das sementes

Os isolados foram obtidos a partir de diferentes lotes de sementes de
milho, pelo método “Blotter test’. Coldnias dos fungos em estudo, apds
identificacdo, foram transferidas para placas de Petri, contendo BDA (Batata
Dextrose Agar) e incubadas em BOD a 25 °C por sete dias. Apos obtengio
das culturas puras, estas foram preservadas em tubos de ensaio contendo
meio BDA inclinado.

As sementes de milho, previamente desinfestadas, foram inoculadas,
separadamente, com os fungos A. flavus, F. verticillioides e Penicillium, pelo
método de restricdo hidrica em substrato agarizado (MACHADO, 2001a).
Utilizou-se potencial hidrico de — 1 MPa pela adicdo de manitol ao meio
BDA (Batata Dextrose Agar) a 2%. Para obtencdo do inoculo, placas de
Petri de 15 cm de didmetro contendo BDA a — 1 MPa foram inoculadas,
separadamente, com 1 mL de suspensdo de conidios, proveniente de culturas
puras dos fungos A. flavus, F. verticillioides ¢ Penicillium spp. Em seguida,
as placas foram colocadas em camara de germinagdo tipo BOD com
temperatura ajustada para 25 °C e regime de luz de 12 horas, onde
permaneceram sete dias para desenvolvimento das colénias dos fungos.

Apbs o desenvolvimento das colonias fingicas, 800 sementes de
milho, previamente desinfestadas por imersao em hipoclorito de sddio 1%,

lavadas e secas foram distribuidas uniformemente, em camadas simples,
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sobre as colonias e mantidas em incubagdo em camara de germinagao tipo
BOD, com temperatura previamente regulada a 25+1 °C e fotoperiodo de 12
horas, por periodo de 48 e 96 horas. Utilizaram-se também sementes em
contato com meio BDA por 48 e 96 horas na auséncia de fungos e sementes
secas (testemunha). Apos cada periodo de exposi¢do, as sementes foram
colocadas para secar por 24 horas em condi¢des ambientais e acondicionadas
em sacos de papel e armazenadas em cémara fria e seca até realizagdo das
avaliacdes.

Devido a contaminagio natural das sementes pelos fungos F.
verticillioides e Penicillium spp., as sementes que nao foram inoculadas com
fungos, ou seja, sementes secas, 48 ¢ 96 horas no meio sem o fungo foram
tratadas com o fungicida Derosal Plus (200 a 300 mL para cada 100kg de
sementes) a fim de obter sementes ndo inoculadas com baixa incidéncia
desses fungos.

As sementes expostas aos tratamentos de restricdo hidrica,
inoculadas (48 ¢ 96 horas) ¢ as sementes ndo inoculadas (48 ¢ 96 horas no
meio sem o fungo e as sementes secas), foram submetidas a avaliagdo da
qualidade sanitaria pelo Blotter test com congelamento, enquanto a
qualidade fisiologica foi determinada pelos testes de germinagdo, primeira
contagem de germinagdo, sementes viaveis pelo teste de Tetrazolio e indice

de velocidade de germinacao (IVG).

2.2 Avaliacdo da Qualidade

-Qualidade Sanitaria das sementes

Antes de submeter as sementes ao teste de sanidade,elas foram
tratadas com hipoclorito de s6dio a 1% durante um minuto, para eliminar a
contaminacdo superficial das sementes pelos fungos 4. flavus, F.
verticillioides e Penicillium spp. A sanidade das sementes foi determinada

pelo “Blotter test”.
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Foram distribuidas 200 sementes (oito repeticdes de 25), para cada
periodo de exposicdo e espécie de fungo inoculado, em placas de Petri de 15
cm de didmetro, contendo trés folhas de papel de filtro previamente
esterilizadas e umedecidas com agua destilada esterilizada. As placas,
contendo as sementes, foram deixadas em camara por 24 horas a
temperatura de 20 + 2 °C, transferidas para freezer por mais 24 horas e
posteriormente colocadas novamente em camara a temperatura de 20 + 2 °C,
fotoperiodo de 12 horas, por mais 5 dias. Ao final desse periodo, as sementes
foram examinadas ao microscopio estereoscopio, verificando a incidéncia
dos fungos A. flavus, F. verticillioides e Penicillium spp. Os resultados
foram expressos em porcentagem.

-Teste de Germinagdo

O teste de germinagdo foi conduzido com 200 sementes (quatro
repeticdo de 50 sementes) distribuidas sobre substrato de papel (tipo
germitest) umedecido com agua destilada 2,5 vezes o peso do papel seco, em
germinador regulado & temperatura de 25 °C £ 2 °C. As avaliagdes foram
realizadas aos quatro e aos sete dias, conforme os critérios estabelecidos nas
Regras para Analise de Sementes (BRASIL, 2009). Os resultados foram
expressos em porcentagem de plantulas normais.

- Primeira Contagem de Germinacio

A primeira contagem do teste de germinagdo foi realizada em
conjunto com o teste de germinagdo, avaliando-se o numero de plantulas
normais aos quatro dias apds semeadura de acordo com as Regras para
Analise de Sementes (BRASIL, 2009).

-Teste de Tetrazolio

Quatro subamostras de 25 sementes foram acondicionadas em rolos
de papel umedecidos com agua por periodo de 18 horas a temperatura de 21°
C. Posteriormente, as sementes foram seccionadas no sentido longitudinal e
imersas em solugdo de 2,3,5 trifenil cloreto (Tetrazdlio) a 0,5% por periodo

de 6 horas a temperatura de 30° C para coloragdo na auséncia de luz. Apos
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esse periodo, as sementes foram lavadas em agua corrente e avaliadas de
acordo com as Regras para Analise de Sementes (BRASIL, 2009). Os
resultados foram expressos em porcentagem de sementes viaveis.

-IVG

Foi conduzido juntamente com o teste de germinagdo, fazendo-se a
contagem do nimero de sementes germinadas do primeiro ao décimo quarto
dia e, assim, calculando o numero de sementes germinadas por dia. O IVG
foi calculado pela formula de Maguire (1962) e, assim, calculando o nimero

de sementes germinadas por dia.

2.3 Delineamento experimental e analise estatistica

O delineamento experimental usado foi inteiramente casualizado
com quatro repeti¢des, sendo dois tempos de inoculagdo (48 e 96 horas) para
cada fungo (4. flavus, F. verticillioides e Penicillium spp.), sementes em
contato com o meio sem o fungo por 48 ¢ 96 horas e sementes secas
(testemunha). Foi realizada analise de varidncia dos dados e as médias foram
comparadas pelo teste de Scott-Knott, a 5% de probabilidade, para cada
fungo estudado (FERREIRA, 2008).

2.4 Obtencéo das sequéncias diferencialmente expressas

Para constru¢do das bibliotecas, utilizaram-se os resultados obtidos
nos testes fisioldgicos e selecionaram-se os seguintes tratamentos: sementes
secas (T), 96 horas de embebicdo em meio BDA mais manitol sem fungo
(96), 96 horas de embebicdo em meio BDA mais manitol com F.
verticillioides (F96); com Penicillium spp. (P96) e com A. flavus (A96).
Sendo os tratamentos T e 96 as testemunhas, ou seja, os “driver” e os

demais 96F, 96P € 96A os “tester”.

2.4.1 Extracao de RNA total
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Inicialmente, as vidrarias usadas para extracdo foram tratadas com a
solugdo de limpeza (0,1M de NaOH, 1mM de EDTA e 1 L de agua ultra
pura) e agua com DEPC — 0,01% (1 mL de DEPC para 999 mL de agua ultra
pura) e posteriormente autoclavados.

De cinco a oito sementes, de cada tratamento, foram maceradas em
nitrogénio liquido usando cadinho e pistilo. O reagente usado foi o PureLink
Plant RNA (INVITROGEN), segundo recomendacdes do fabricante com
algumas modificagdes.

Em microtubo de 2,0 mL foram adicionados 100mg do tecido
macerado e 0,5mL do Pure Link Plant RNA Reagent gelado (4°C).
Agitaram-se os microtubis em voértex por 20 seg. € os manteveram em
repouso na posi¢do horizontal por 5 min., para melhor homogeneiza¢ao do
material. Em seguida, o material foi centrifugado (16000 xg por 15 minutos)
em temperatura ambiente. Apos centrifugagdo, transferiu-se o sobrenadante
para um novo microtubo e adicionou 0,ImL de NaCl (5M) e 0,3mL de
cloroféormio, centrifugando novamente as amostras (16000 x g/10 minutos a
4°C). O sobrenadante foi transferido para um novo microtubo e adicionado
igual volume de isopropanol e o microtubo foi mantido em repouso por 10
minutos, em temperatura ambiente. Realizou-se nova centrifugacdo nas
mesmas condi¢des descritas anteriormente. Removeu-se o sobrenadante, ¢
ao pellet foi adicionado 1mL de etanol 75% centrifugando (16000 x g /1
minuto). O sobrenadante foi removido e o pellet secado por 10 min, o qual
foi ressuspendido em 30 pL de agua com DEPC 0,1% e armazenado a -
80°C.

A quantificacdo do RNA total foi feita em Nanodrop, medindo-se
absorbancia a 260 e 280nm, observando-se a razdo de comprimento de onda
260/280, cujos valores se encontram na faixa de 1,8 a 2,1 o que indica
extracao de alta qualidade.

Anadlise da integridade das bandas de RNA foi feita em gel de
agarose (1,5%), contendo 60 mL de tampao TBE 1X. Foram utilizados 2 puL

de cada amostra para corrida e estas foram coradas com 2 pL de corante
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Dye, correu-se o gel por 30 minutos a 90 V, usando-se tampdo de corrida
TBE 1X. Ao final da corrida, o gel foi corado com brometo de etideo (15
minutos) e avaliado no fotodocumentador.

O RNA total extraido de todos os tratamentos: T, 96, 96F, 96P e
96A foram visualizadas em gel de agarose a 1,5 % com tampdo TAE [1X]
(figura 1). Todas as amostras foram tratadas com DNAse para eliminar
possiveis contaminagdes com DNA provenientes do protocolo de extragao.
Para cada amostra, 2 pL. do RNA total foi aplicado com 2 pL de DYE. O gel
foi corado por 15 minutos em solugdo de brometo de etidio. Como
observado, na figura 1, a presenga no gel de duas bandas nitidas
representando 0os RNAs ribossémicos 28S e 18S de célula vegetal mostra a
integridade das bandas, ou seja, a qualidade dos RNAs. As amostras que
apresentaram apenas arraste, como observado para amostra 11 na figura

abaixo, estavam degradadas e foram descartadas.

Figura 1. Eletroferograma em gel de agarose (1,5%) para verificar a
qualidade dos RNA total das amostras: T-1¢2;96 -3 ¢ 4; 96F - 5 ¢ 6; 96P
-7,8¢10;96A -9, 11 ¢ 12.

Para verificar a quantidade de RNA total, foram verificados os
valores de absorbancia pelo Nanodrop. As amostras com quantidades
inferiores a 100 ng/pL e com valores de absorbancia fora do intervalo 1,8 e
2,2 foram descartadas.

As amostras 10 e 11 foram descartadas por ndo atenderem os
padrdes de qualidade desejados. Juntou-se as demais repeticdes de cada
tratamento de RNA total que apresentaram integridade para purificar em

mRNA.



57

2.4.2 Purificacdo do mRNA

As amostras com qualidade e quantidade de RNA total foram
utilizadas para obtencdo mRNA. Pipetou-se o RNA total para um tubo de
1,5 mL livre de RNAse e adicionou-se 250 puL. de agua livre de RNAse, 250
uL de 2X solugdo de ligagdo e agitou-se brevemente. Adicionou-se 15 puL do
tampao oligo (dT) e agitou-se novamente. As amostras foram incubadas por
3 minutos em banho-maria, ¢ mantidas por 10 minutos em temperatura
ambiente e centrifugadas por 2 minutos a 16000 x g. O sobrenadante foi
removido, deixando-se, aproximadamente, 50 uL. do mesmo para ndo perder
a resina oligo (dT).

Ressuspendeu-se o pellet em 500 puL de solugdo de lavagem por
pipetagem. Colocou-se a suspensdo dentro do filtro da coluna GenElute com
o tubo acoplado e centrifugou por 2 minutos em rotagdo maxima. O liquido
foi removido e novamente adicionou-se 500 pL de solucdo de lavagem,
centrifugando-a por 2 minutos em rotagdo maxima e transferiu-se a coluna
para um novo tubo. Pipetou-se 80 pL de solucdo de eluicdo quente (70°C)
dentro da coluna, aqueceu-se o conjunto em banho maria por 3 minutos,
sendo, em seguida, centrifugados por 1 min em rotacdo maxima. Para
garantir a produtividade maxima, adicionou-se mais 80 uL de solucdo de
eluicdo quente e repetiu-se a etapa anterior. Descartou-se a coluna e, nessa
etapa, as moléculas de poly (A)" mRNA estdo na solugio de elui¢io no tubo
coletor.

O mRNA foi concentrado pela adi¢do de 1uL de glicogénio, 100 pL
de tampao de acetato de sodio 3M com pH 5,2, 3 volumes de etanol absoluto
gelado e precipitado overnight a -20°C. Apds precipitacdo, foi feita
centrifugacdo de 20 min a 16000 x g. Um pellet visivel foi formado.
Cuidadosamente, descartou-se o sobrenadante e lavou-se o pellet com etanol

70% centrifugando por 5 min a 16000 x g. Removeu-se o sobrenadante, o
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pellet foi seco por 20 minutos, ressuspendido em 6 pL de agua livre de
RNAse e armazenado a -70°C por no maximo quatro dias.

Esperava-se que o RNAm fosse de apenas de 3% a 5% do RNA
total. Sendo assim, as amostras de mRNA foram concentradas com uso
de glicogénio, de acordo com o protocolo do fabricante, para obter
concentragcdo de 2 pg em volume maximo de 4 pL para iniciar o kit de
SSH.

Os mRNA obtidos foram utilizados na construgdo de seis bibliotecas
subtrativas supressivas, em que os tratamentos T ¢ 96 foram usados como

“driver” (testemunhas) e os tratamentos 96F, 96P ¢ 96A como os “tester”.

2.4.3 Hibridizacao subtrativa (SSH)

Para o preparo das bibliotecas subtrativas de supressdo utilizou-se o
kit PCR — Select "™ ¢cDNA subtration (CLONTECH), segundo as instrugdes
do fabricante.

Seis bibliotecas de cDNA foram construidas a partir dos mRNAs. As
bibliotecas foram: sementes ndo inoculadas — sementes inoculadas com F.
verticillioides por 96h (Biblioteca 1: TF); sementes ndo inoculadas —
sementes inoculadas com Penicillium spp. por 96h (Biblioteca 2: TP);
sementes ndo inoculadas — sementes inoculadas com A4. flavus por 96h
(Biblioteca 3: TA); sementes mantidas em contato com o meio
BDA-+manitol por 96 h sem presenca de fungo - sementes inoculadas com F.
verticillioides por 96h (Biblioteca 4: 96F); sementes mantidas em contato
com o meio BDA-+manitol por 96 h sem presenga de fungo - sementes
inoculadas com Penicillium spp. por 96h (Biblioteca 5: 96P); sementes
mantidas em contato com o meio BDA+manitol por 96 h sem presenga de
fungo - sementes inoculadas com 4. flavus por 96h (Biblioteca 6: 96A).

Os passos subsequentes a extracdo de RNA consistiram na sintese de
cDNA fita simples e dupla, e digestdo com a enzima Rsal (que reconhece

um sitio de restricdo no oligonucleotideo poli T utilizado na transcri¢ao
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reversa e eventualmente em alguma por¢do do cDNA do fungo). Os
fragmentos de cDNA gerados na digestdo foram analisados em gel de
agarose. Apos a digestdo, foram ligados adaptadores (1 e 2R) ao cDNA
“tester” digerido e realizadas as hibridizagdes subtrativas e o PCR
supressivo. Ao final, o produto da PCR foi submetido a eletroforese em gel
de agarose, sendo visualisados fragmentos de cDNA de diferentes tamanhos.

Alguns desses genes foram posteriormente clonados e sequenciados.

2.4.3.1 Sintese da primeira fita de cDNA

A primeira etapa da construcao da biblioteca subtrativa consistiu na
sintese de cDNA fita simples, a partir de 2 ug de mRNA. Para sintese do
cDNA fita simples foram misturados 1 pL de cDNA Synthesis Primer (10
uL mol.L™) e agua estéril para o volume final de 5 pL. Apods incubagio a
70°C por 2 minutos, em termociclador, e logo apos 2 minutos no gelo, foram
acrescentados a cada mistura, 2 plL de tampao da primeira fita [5x], 1 pL de
Mix dNTP, 1 pL de agua estéril e 1 uL de AMV Trasncriptase resersa.

A reacdo, com volume final de 10 pL, foi incubada a 42 °C por 1
hora e 30 minutos, em termociclador, depois, tal reacdo foi colocadapor 2
minutos em gelo para interromper a sintese da primeira fita de cDNA e,

entdo, procedeu-se imediatamente a sintese da segunda fita de cDNA.

2.4.3.2 Sintese da segunda fita de cDNA

Imediatamente ap6s a sintese dos cDNAs fita simples foram
adicionados ao tubo: agua deionizada 48,4 ulL, 16 uL tampdo de sintese da
fita dupla 5X, 1,6 uL ANTP (10mM), 4 pL Cocktail 20X completando-se o
volume final de 80 pL. Decorridas duas horas de incubagdo a 16 °C
acrescentou-se 2 upL (6U) de T4 DNA polimerase. As amostras
permaneceram a 16° C por mais 30 minutos. A seguir, a reacdo de sintese de

DNA fita dupla foi interrompida adicionando-se 4 pL. de EDTA/Glicogénio
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20X. Em seguida, 100 pL de fenol: cloroférmio: isoamilico (25:24:1) foi
adicionado, misturado e centrifugado (16000 x g /10min) a temperatura
ambiente. O mesmo se repetiu com 100 pL de cloroférmio: isoamilico
(24:1). Por fim, o cDNA foi precipitado com 40 pL acetato de aménio 4 M e
300 pL de etanol 95%. As amostras foram centrifugadas a 16000 x g por 20
minutos. O sobrenadante foi descartado cuidadosamente e o precipitado foi
coberto com 0,5 mL de etanol 80%. As amostras foram centrifugadas por 10
minutos a 16000 x g a temperatura ambiente ¢ o sobrenadante descartado e

depois de seco, o precipitado foi ressuspendido em 50ul de agua deionizada.

2.4.3.3 Digestdo dos cDNAs com a enzima de restricdo Rsa |

Os cDNA de ambas as amostras “fester” (tratamentos) e “driver”
(testemunhas) foram digeridos com a enzima de restricdo Rsal, com o
objetivo de reduzir a complexidade dos fragmentos de cDNA fita dupla,
apresentando extremidades abruptas, necessarios para a ligacdo dos
adaptadores e para gerar mais representacdes de cada cDNA para subtragao.

Adicionou-se ao cDNA fita dupla 43,5 puL, tampdo de restricdo da
enzima (10X) 5 pL, Rsal (10U/uL) 1,5 pL, obtendo volume final 50 puL. A
digestdo foi incubada a 37 °C por 1 hora e 30 minutos ¢ 5 pul da reagdo
foram separados para a analise da eficiéncia da digestdo em gel de agarose
1,5% (m/v). Ao restante da reacdo, adicionou-se 2,5 pl. do mix EDTA/
Glicogénio 20X. Em seguida, foram adicionados 50 uL de
fenol/cloroférmio/alcool isoamilico na proporgdo 25:24:1 e centrifugou-se a
16000 x g por 10 minutos a temperatura ambiente. Apos remover o
sobrenadante para um novo tubo, repetiu-se esse passo com 50 uL de
cloroformio/alcool isoamilico na proporgdo 24:1.

A precipitacao foi obtida adicionando-se 25 pL de NH,O e 187,5 uL
de etanol 95%, centrifugacdo 16000 x g por 20 minutos a temperatura
ambiente. A lavagem foi feita com 200 pL de etanol 80% e centrifugacao

16000 x g por 5 minutos a temperatura ambiente. O sobrenadante foi
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removido e o pellet foi seco em capela de fluxo laminar por 20 minutos,

ressuspendido em 5,5 pL de agua estéril e armazenado a -20°C.

2.4.3.4 Ligacdo dos adaptadores ao cDNA

Para a ligagdo dos adaptadores, aliquota de 1 uL das amostras de
cDNA obtidas no item 2.2.3.4 (digeridas com Rsa I) foram diluidas com 5
pL de agua esterilizada. Os adaptadores 1 e 2R foram ligados somente ao
DNA-"tester”, ou seja, as moléculas obtidas na condicdo que se descjava
obter genes diferencialmente expressos. Cada adaptador foi ligado em um
tubo diferente. No tubo 1, ligagdo do adaptador 1, adicionou-se: Agua
deionizada 3ulL, Tampao de ligagdo 2 pulL, T4 DNA ligase 1 uL, cDNA
“tester” diluido 2 pL, Adaptador 1 2 pL, obtendo volume final 6 puL. A
ligagdo do adaptador 2 foi feita no tubo 2 adicionando: Agua deionizada
3uL, Tampao de ligagdo 2 pL, T4 DNA ligase 1 pL, cDNA “tester” diluido
2 uL, Adaptador 2 2 pL, obtendo volume final 6 pL.

Os tubos foram mantidos a 16 °C por 18 horas. A ligacdo foi
interrompida acrescentando-se 1 pL. do mix EDTA/Glicogénio 20x e a ligase
foi inativada por aquecimento a 72 °C por 5 minutos. Em seguida, as
amostras “tester” 1 (ligada ao adaptador 1) e a “tester” 2 (ligada ao

adaptador 2R), foram utilizados na primeira reagdo de hibridagao.

2.4.3.5 Primeira Reacéo de Hibridizacdo

A aliquota de 1,5uL de cada tubo de “fester” (ligado ao adaptador 1
e ao 2R) foram adicionados: cDNA “driver” digerido com Rsal
(desnaturado) 1,5 pL, tampao de hibridizagdo 4X 1 uL, obtendo volume final
4 uL, estas desnaturadas a 98°C por 1,5 minutos e mantidas por 8 horas a 68°
C. Apos esse periodo, os produtos da reacdo foram imediatamente utilizados
para a segunda reacdo de hibridagcdo. Nessa etapa, ap6s a desnaturagdo,

ocorrem o anelamento entre as sequéncias de cDNA fita simples presentes
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nas amostras cDNAs “fester” e “driver”. Os cDNAs fita simples
remanescentes, disponiveis para a segunda reagdo de hibridagdo,
representam as sequéncias menos abundantes presentes nas duas populagoes.
Dessa forma, ocorrem a equalizacdo e¢ o enriquecimento das sequéncias

expressas diferencialmente nas sementes induzidas.

2.4.3.6 Segunda Reacéo de Hibridizacdo

Os contetudos dos tubos 1 e 2 provenientes da primeira hibridizagdo
foram unidos em um sé tubo juntamente com mais 1,5 uL de “driver”
desnaturado. Decorridas 12 horas de hibridizacdo a 68 °C foram
acrescentados 200 pL de tampao de dilui¢do e as amostras foram mantidas
por mais 7 minutos a 68 °C. A amostra foi incubada a -20 °C até o momento

do uso nas rea¢des de PCR.

2.4.3.7 Primeira Amplificacéo

Os cDNAs expressos diferencialmente nas sementes presentes no
produto da segunda reacdo de hibridagdo foram amplificados seletivamente
por PCR. Na primeira reacdo de amplificacdo, apenas os cDNAs dupla fita
apresentaram em cada extremidade as sequéncias distintas de adaptadores
amplificadas exponencialmente. A reagdo de amplificagdo foi feita com o
produto da segunda reagdo de hibridacdo constituido pelo cDNA “fester”
subtraido. As seguintes misturas de reagdo foram preparadas. Misturaram-se
para amplificacdo da amostra subtraida: 1 pL. de cDNA “fester” proveniente
da segunda hibridagdo, 19,5 uL de agua esterilizada, 2,5 pL de tampao de
PCR, 0,5 uL. DE dNTPs Mix, 1 uL de PCR primer 1 ¢ 0,5 de Advantage
cDNA Polymerase Mix.

As misturas de reacdo foram incubadas em termociclador a 75°C por
5 min para a extensdo dos adaptadores. Imediatamente, foi realizada a

amplificag¢do utilizando-se o programa: 94°C por 25", seguido de 27 ciclos
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de 94°C por 10", 66°C por 30" e 72°C por 1 hora e 30 minutos. Em seguida,
3 uL de cada produto do PCR foram misturados com 27 pL de agua e as
amostras, assim diluidas, foram utilizadas na segunda reagdo de

amplificacdo.

2.4.3.8 Segunda Amplificacéo

Um segundo PCR (nested PCR) foi usado para eliminar um
fragmento da sequéncia dos adaptadores e enriquecer genes diferencialmente
expressos. Para as amplifica¢des, utilizaram-se: 1 pL do produto PCR
diluido (obtido para cada amostra conforme descrito no item 2.2.3.7) 18,5
uL de agua esterilizada, 2,5 pL de tampao de PCR, 1 uL DE Nested PCR
primer 1, 1 pL de Nested PCR primer 2R, dNTP mix ¢ 0,5 uL. de Advantage
cDNA Polymerase Mix, obtendo volume final 25 pL.

A PCR foi mantida primeiramente por 5 minutos a 68°C para
estender os adaptadores seguidos de 18 ciclos de desnaturacdo a 94°C por
10", 68 °C por 30" e 72 °C por 1,5 minutos em termociclador. Essa etapa
possibilitou o enriquecimento das sequéncia de cDNAs expressas
diferencialmente.

Para a visualizagdo do produto da PCR (bandas correspondentes a
genes expressos), as amostras e o controle do kit foram aplicadas em gel de
poliacrilamida e submetidas a eletroforese (Figura 2).

Foi possivel verificar que as bibliotecas geraram produtos de
amplificacdo que variaram de tamanho de 100 pb a 1500 pb. Esses
resultados eram esperados porque os cDNAs dupla-fita sintetizados de
ambas as amostras foram digeridos com a enzima de restricdo Rsa I, que
realiza cortes frequente e gera fragmentos em média, de 500 pb. Isso reduz a
complexidade dos fragmentos e gera mais representacdes de cada cDNA,
evitando, dessa forma, que ocorra amplificagdo de fragmentos pequenos em
detrimento dos grandes. Além disso, a cinética de hibridacdo de fragmentos

desse tamanho ¢ mais homogénea. Essa digestdo também evita a formacao
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de hibridos complexos entre diversos cDNAs diferentes e, ainda, permite
que um mesmo gene seja representado por diversos fragmentos na

biblioteca, aumentando a probabilidade de ser clonado.
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Figura 2 Gel de poliacrilamida de c¢cDNAs obtidos apo6s hibridagdo
subtrativa por supressdo, segunda amplificagdo por PCR, provenientes de
sementes de milho. M: marcador 100 pb, TF: biblioteca 1: TP: biblioteca 2,
TA: biblioteca 3, 96F: biblioteca 4, 96P: biblioteca 5, 96A: biblioteca 6, C:
amostra controle do kit.

2.4.4 Clonagem das bibliotecas subtrativa

O produto final da hibridizagdo de cada biblioteca foi clonado com
vetor TOPO TA (Invitrogen TOPO TA Cloning Kit). Para a clonagem,
foram adicionados 4 uL do produto final da hibridacdo com 1 pL de solugado

salina e 1 pL do vetor. Os tubos foram preparados para cada biblioteca de
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cDNA. A mistura foi mantida em temperatura ambiente por 5 minutos e

depois colocadas em gelo até a transformacao.

2.4.5 Transformacéo

Depois da clonagem, as células E. coli foram transformadas, pela
adi¢do de 2 pL da reagdo de clonagem aos tubos contendo 50 pL of One
Shot® Chemically Competent TOPO 10 E. coli e misturadas gentilmente. A
mistura foi mantida em gelo por 30 minutos e transferida para banho maria a
42°C para choque térmico por 40 segundos e, imediatamente, colocadas em
gelo novamente. Em seguida, foram acrescentados 250 uL de meio S.0.C
(2% triptona, 0,5% de extrato de levedura, NaCl 10mM, KCIl 2,5 mM,
MgCI2 10mM, MgS04 10 mM, glicose 20 mM). Os tubos foram incubados
em agitacdo a 228 x g por 1 hora e meia a 37°C.

Plaqueou-se, 100 e 150 pL, de cada célula transformada em placas
com LB, contendo 50 pg de kanamicina e 40 mg/mL de x-gal em

dimetilformamida. As placas foram mantidas a 37°C “overnight”.

2.4.6 Miniprep (QlAprep Spin Miniprep kit)

Todas as colonias brancas das placas foram selecionadas e colocadas
em tubos de 15 mL contendo 5 mL de meio LB liquido com 10 pL de
kalamicina. Depois, foram incubadas a 37°C em agitacdo overnight. Apds a
incubagdo, foi realizada a miniprep para DNA plasmidial.

Os tubos foram centrifugados por 10 min a 5400 x g O
sobrenadante foi descartado e o pellet foi ressuspendido em 250 uL de buffer
P1 e transferido para um microtubo. Adicionou-se 250 uL de buffer P2 que
se misturou por inversdo do tubo de 4 a 10 vezes até a solugdo ficar azul.
Adicionou-se mais 300 pL de buffer N3, que se misturou por inversdo do
tubo de 4 a 10 vezes até a solugdo ficar branca. Centrifugou-se em seguida

por 10 minutos a 17900 x g, o sobrenadante foi transferido para uma coluna
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e procedeu-se a nova centrifugacdo por 60 segundos em rotagdo maxima, a
fim de o fluido passar pelo filtro. Descartou-se o liquido e as colunas foram
lavadas com adi¢do de 500 puL de Buffer PB com centrifugacdo em rotacdo
maxima também por 60 segundos. Novamente, o liquido foi descartado e
adicionou-se 750 uL de Buffer PE seguido de centrifugagdo por 60 segundos
com rotagdo maxima. Descartou-se o liquido e centrifugou-se mais 1 minuto
para se remover todo o Buffer.

A coluna foi transferida para um novo tubo. Para eluir o DNA da
coluna foi adicionado 32 pL de buffer EB e deixou-se em repouso por 4
minutos, procedeu-se depois a centrifugacdo dos tubos por 2 minutos,

descartou-se a coluna e o DNA foi armazenado a -20 °C.

2.4.7 Sequenciamento

Os plasmidios, contendo os fragmentos de interesse, foram enviados
para sequenciamento para GENEWIZ Inc.(http://www.genewiz.com/), nos
USA. Como iniciadores, foram utilizados os primers M13 Reverse e
Forward e as reagdes de sequenciamento realizadas e analisadas no SEQ

sequence ¢ ABI chromatogram.

2.4.8 Anédlises das sequéncias de cDNA em bancos de dados

Os “contigs” foram montados com o uso do programa DNA Baser
Sequence Assembler (http://www.dnabaser.com/), sendo os vetores extraidos
desses “contigs” através da ferramenta VecScreen
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/VecScreen/VecScreen.html). Os “contigs”
foram comparados com as sequéncias disponiveis no banco de dados
“National Center for Biotechnology Information” (NCBI), utilizando o
BLASTn (http://www.ncbi.nlm.nih.gov). As sequéncias encontradas foram

utilizadas para identificar os genes correspondentes a cada EST analisado.
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Foram selecionados quatro genes de interesse de cada uma das seis

bibliotecas para analise da expressdo génica quantitativa.

2.4.9 Andlises da expressao dos fragmentos por gRT-PCR
2.4.9.1 Tratamento das amostra de RNA total com DNAse

As amostras de RNA total das testemunhas, T e 96, e¢ dos
tratamentos 96F, 96P e 96A foram tratadas com DNAse DNA free (TURBO
DNAse — AMBION), seguindo o manual de instrugdes do fabricante, para
eliminar o DNA genomico contaminante das amostras antes da sintese de
cDNA.

Para obtengdo de RNA livre de DNA foi utilizado 10 pg do RNA
total sendo adicionados 1uL. de DNAse I + 10uL de tampao DNAse 10x e
completando a reagdo para 100 pL com &gua tratada com DEPC. Em
seguida, as amostras foram incubadas a 37° C por 30 min. Apos esse
periodo, foram adicionados 10 pL de acetato de potassio 2M e os tubos
incubados em gelo por 15 minutos, centrifugados por 10 minutos e o
sobrenadante foi transferido para um novo tubo. Adicionou-se etanol 100%
equivalente a trés vezes o volume do sobrenadante e o tubo foi mantido a -
80°C por duas horas. Em seguida, centrifugou-se por 30 minutos a 4°C a
14000 xg. O sobrenadante foi descartado e ao pellet foram adicionados
400uL de etanol 70%, agitando-se gentilmente o tubo para soltar o pellet.
Centrifugou-se novamente por 10 minutos a 4°C a 14000 xg. Logo apos, o
sobrenadante foi descartado ¢ os tubos deixados abertos para secar. Entdo, o
RNA foi ressuspendido em 20 uL de agua DEPC.

Para verificar a pureza do RNA, apos o tratamento com DNAse, foi
realizada PCR convencional, utilizando primers de controle enddgeno
proteina ubiquitina (UBI) e a 4&lcool desidrogenase (ADH). Foram
consideradas livres de DNA, as amostras que nao apresentavam
amplifica¢do apds a PCR. Essas amostras foram quantificadas no Nanodrop

(RNA) e para verificar a qualidade do RNA correu-se um gel de agarose
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1,5% com tampao TAE 1%, corou com brometo de etideo (15 minutos) e

avaliou as bandas no fotodocumentador.

2.4.9.2 Sintese de cDNA

Para sintese de cDNA, foi utilizado o Kit High-Capacity cDNA
Reverse Transcription (Applied Biosystems). Primeiramente, o RNA foi
preparado a concentracdo de 1 ug em um volume final de 10 pL. Apoés essa
etapa, foi preparado um mix contendo 2 ul. do tampao 10X da enzima, 2 pul
do primer RT Random Primers 10X, 0,8 pL do mix dANTP (100 mM), 1 uL
MultiScribeTM Reverse Transcriptase, e agua para um volume final de 10
uL/amostra. Para cada solucdo preparada de 10 uL. de RNA a 1 pg, foram
acrescentados 10 puL desse mix. A sintese do cDNA foi realizada seguindo-
se 10 minutos a 25°C para o anelamento dos primers; 2 h a 37°C para acao
da enzima e 5 minutos a 85°C para inativa-la. As amostras foram

armazenadas em freezer a -20°C.

2.4.9.3 Ensaio de gRT-PCR

Selecionaram-se quatro genes que codificam proteinas, em cada uma
das seis bibliotecas construidas, totalizando 24 genes a serem avaliados pela
gRT-PCR. Os primers foram desenhados usando o programa Primer Express
Software Version 3.0 (Applied Biosystems) e sintetizados pela SIGMA Life
Science.

A quantificagdo da expressdo génica foi realizada no ABI
PRISM 7500 Real-Time PCR (Applied Biosystems), e utilizou-se o
sistema de detec¢ao SYBR Green. O ¢cDNA foi obtido das amostras RNA
total tratadas com DNAse dos tratamentos T, 96, F, P ¢ A, com repeticdo

biologica.
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Para cada reacdo, foi utilizado 1,0 pL. de cDNA, 0,2 puL de cada
primer ¢ 5,0 uL de Master Mix SYBR green UDG com ROX (Invitrogen)
para um volume final 10,0 pL/amostra. A amplificagdo dos fragmentos foi
realizada com um ciclo inicial de 2 minutos a 50°C, desnaturacdo por 10
minutos a 95°C, seguida por 40 ciclos de 15 segundos a 95°C e 1 minuto a
60°C, e finalizando com 15 segundos a 95°C. Os dados foram coletados e
armazenados no programa 7500 Fast Software (Versdo 2.1). Controles
negativos, amostra de agua livre de contaminantes usadas no lugar do
c¢DNA, e curvas de melting foram incluidos em todas as analises.

Todo o experimento de qRT-PCR, para cada gene em estudo, foi
conduzido a partir de cDNAs diferentes obtidos de cada amostra, com duas
repeticdes biologicas e com trés replicatas técnicas para cada, sendo os
resultados normalizados usando CTs (Ciclo Threshold) obtidos pela
expressdo dos genes de normalizadores proteina ubiquitina (UBI) e a alcool
desidrogenase (ADH).

O CT foi determinado pelo nimero de ciclos, no qual a
fluorescéncia gerada dentro de reagdo cruza a linha de base (threshold). O
método que foi usado foi o do CT comparativo.

Como um dos requisitos necessarios para a utilizacdo desse método
foi realizado um experimento de validagdo para mostrar as eficiéncias de
amplificacdo dos genes-alvo e dos controles enddgenos. Para isso, foram
realizadas curvas padrdes para os genes em estudo nas seguintes dilui¢des:
1:5, 1:25, 1:125, 1:625 e 1:3125. Esse procedimento também permitiu a
defini¢do da diluicdo do cDNA utilizada em cada reagdo, a qual foi de 1:5. A
concentracdo de cada primer utilizado foi de 1,5 uM.

A normalizagdo foi realizada utilizando-se a equagdo ACT = CT
(gene alvo) - CT (controle enddgeno). A calibragdo foi determinada pela
formula AACT = ACT (amostra) - ACT (calibrador), sendo o calibrador, uma
das amostras usada como base para resultados de expressdo comparativa. A

quantificagio relativa foi obtida pela formula 2 4.
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Apods a amplificagdo por PCR em tempo real, cada produto da
amplificacdo foi analisado pela curva de dissociagdo, certificando-se que,
para cada gene e tratamento, o produto amplificado ndo apresentou bandas

inespecificas e/ou formagao de dimeros de primer.

2.5 Analise dos dados

Os dados das analises fisiologicas foram apresentados em tabelas de
médias comparadas pelo Teste de Scott-Knott, a 5% de probabilidade.

Os dados da expressdo relativa foram apresentados na forma de
graficos em barra. A andlise dos resultados de expressdo de cada gene ¢
realizada de forma comparativa, sendo utilizada como calibrador a amostra
com menor expressao para cada gene. Foi realizada a média entre as médias

das repeticdes biologicas.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Analises dos testes fisioldgicos das sementes de milho

Com base nos resultados observados para o fungo 4. flavus ndo
houve diferenca significativa para o teste de primeira contagem de
germinagdo e tetrazolio entre os tratamentos. Ja para o teste de germinagdo,
observa-se que as sementes inoculadas com esse fungo apresentaram menor
porcentagem de plantas normais na medida em que aumentou o tempo de
inoculagdo, apds 48 ¢ 96h, indicando que o fungo foi prejudicial ao
desenvolvimento posterior das plantulas.

No teste de IVG, nao foram observadas diferencas entre as sementes
inoculadas com e sem o fungo, mas houve diferengca em relacdo a
testemunha, isso porque tais sementes ndo foram embebidas. A embebicao
das sementes no processo de infeccdo com o fungo pode ter agido como

condicionamento fisioldégico para os demais tratamentos. Verifica-se pelo
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teste de sanidade que a inoculagdo foi eficiente, havendo diferencas
significativas entre as sementes inoculadas e as ndo inoculadas, sendo que
aquelas que foram inoculadas por 96 horas apresentaram maior % de
infeccdo (Tabela 1). Esses resultados foram confirmados pelo maior nimero
de plantulas “anormais” infeccionadas observadas durante a avaliacdo do

teste de germinag@o.

Tabela 1. Valores médios (%) de primeira contagem, germinagéo (G), indice
de velocidade de emergéncia (IVG), sanidade e sementes viaveis (TZ) de
sementes de milho inoculadas ou ndo com 4. flavus por 48 e 96 horas.

Tratamentos  1° contagem G Sanidade TZ IVG

Testemunha 94 A 98 A oD 97 A 10,8 B
48 s/fungo 97 A 98 A 1D 97 A 129 A
96 s/fungo 93 A 96 A 10C 97 A 13,63 A
48 c/fungo 94 A 93 B 69 B 99 A 12,58 A
96 c/fungo 91 A 90 C 78 A 92A 1457A
CV 3,24 2,34 14,19 2,73 7,14

Me¢dias seguidas pela mesma letra maitscula na coluna, para cada teste, ndo diferem
entre si, pelo Teste de Scott-Knott, a 5% de probabilidade.

Os resultados observados para o fungo F. verticillioides foram
semelhantes em relagdo ao fungo anterior, uma vez que nao houve diferenga
significativa entre os tratamentos nos testes de primeira contagem de
germinagdo e tetrazolio. Observou-se que as sementes inoculadas com
fungos, por 96 horas, apresentaram menor porcentagem de plantulas normais
avaliadas no teste de germinagdo. Isso permite infere que o fungo F.
verticillioides € prejudicial a qualidade do lote de sementes a partir de certo
nivel de infecg¢do. No teste de IVG nado houve diferenga significativa entre as
sementes inoculadas com o fungo e as sementes que foram embebidas em
meio sem o fungo. A diferencga significativa observada no teste de IVG em
relacdo a testemunha pode ser atribuida ao fato delas ndo terem sido
embebidas, assim como comentado anteriormente para o A. flavus. Verifica-
se pelo teste de sanidade que a inoculagdo foi altamente eficiente,
observando 100% de sementes de milho infectadas, ao serem mantidas por

96 horas em contato com o fungo (Tabela 2).
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Goulart e Fialho (1998) verificaram que a presenga de F.
moniliforme, em altas incidéncias nas sementes de milho, pode provocar
reduc@o do poder germinativo, bem como produzir toxinas para mamiferos e
aves. Em trabalho realizado com sementes de feijdo, Costa et al. (2003)
observaram diminui¢do da germinacdo a medida que aumentou o tempo de
permanéncia das sementes em contato com o fungo Fusarium oxysporum f.
sp. phaseoli.. Machado et al. ( 2001a), em trabalho realizado com sementes
de milho, observaram maiores percentuais de plantas com lesdes causadas
por F. verticillioides mnos testes de germinag¢do ¢ emergéncia das plantulas,
nos tratamentos em que houve maior periodo de contato das sementes com a

coldnia desse fungo.

Tabela 2. Valores médios (%) de primeira contagem, germinagdo (G), indice
de velocidade de emergéncia (IVG), sanidade e sementes viaveis (TZ) de
sementes de milho inoculadas ou ndo com F. verticillioides por 48 e 96
horas.

Tratamentos  1° contagem G Sanidade TZ IVG

Testemunha 94 A 98 A 0C 97 A 10,8 B
48 s/fungo 97 A 98 A 2C 97 A 129 A
96 s/fungo 93 A 95 A 5C 97 A 13,6 A
48 c/fungo 95 A 96 A 90 B 98 A 12,5 A
96 c/fungo 92 A 91 B 100 A 99 A 13,5 A
CvV 3,73 2,37 14,67 2,59 5,02

Médias seguidas pela mesma letra maitscula na coluna, para cada teste, ndo diferem
entre si, pelo Teste de Scott-Knott, a 5% de probabilidade.

Em relacdo ao fungo Penicillium spp., verificou-se que apenas o
teste de primeira contagem ndo foi significativo entre os tratamentos. Esse
fungo parece ser mais agressivo em relagdo aos anteriores, uma vez que
houve efeito imediato da inoculagdo na viabilidade das sementes inoculadas.
Apesar de observada no teste de sanidade diferenca significativa entre os
tratamentos inoculados e ndo inoculados, a porcentagem de sementes
contaminadas foi de 24% apenas. Mesmo com essa menor porcentagem de
contaminacdo, observou-se, pelo teste de germinagdo, as maiores médias de

plantulas normais em sementes ndo inoculadas No teste de tetrazolio,
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verificou-se o0 maior numero de sementes ndo vidveis nas sementes
inoculadas por 96 horas. Observou-se, no teste de IVG, que as sementes

inoculadas com o fungo por 48 e 96 horas tiveram menor vigor (Tabela 3).

Tabela 3. Valores médios (%) de primeira contagem, germinagdo (G), indice
de velocidade de emergéncia (IVG), sanidade e sementes viaveis (TZ) de
sementes de milho inoculadas ou ndo com Penicillium sp por 48 e 96 horas .

Tratamentos  1° contagem G Sanidade TZ IVG

Testemunha 94 A 98 A 0B 97 A 10,8 B
48 s/fungo 97 A 98 A 0B 97 A 129 A
96 s/fungo 93 A 95 A 0B 97 A 13,6 A
48 c/fungo 97 A 93B 24 A 98 A 10,9 B
96 c/fungo 91 A 91 B 27 A 93 B 10,7 B
Cv 3,71 2,12 27 2,45 5,73

Me¢dias seguidas pela mesma letra maitscula na coluna, para cada teste, ndo diferem
entre si, pelo Teste de Scott-Knott, a 5% de probabilidade.

Lucca Filho (1984) afirma que espécies de Fusarium, Aspergillus e
Penicillium podem contribuir para a redugdo do poder germinativo, sendo
essa reducdo mais acentuada ao longo do armazenamento das sementes. F.
moniliforme também pode inibir o desenvolvimento de raizes das plantulas
devido ao fato de o fungo sintetizar toxina no endosperma da semente de

milho (MACHADO, 2000).

3.2 Bibliotecas subtrativas supressivas

Biblioteca 1 (TF)

Na biblioteca 1, foi analisada a expressao diferencial entre sementes
secas de milho e sementes de milho inoculadas com F. verticillioides em
meio de restri¢do hidrica. Genes codificadores de proteinas relacionadas com
a tolerdncia a estresse e relacionados com o inicio da germinag¢do eram

esperados nessa biblioteca.
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Observa-se que muitas proteinas hipotéticas, proteinas estas que
correspondem a genes com fungdes desconhecidas, foram encontradas nessa
biblioteca (tabela 4). Isso sugere que essas proteinas possam desempenhar
papéis importantes na resposta ao estresse. No entanto, mais estudos sdo
necessarios para descrever essas proteinas e caracterizar sua funcdo.
Também foram encontrados alguns clones do genoma do milho que podem
ou ndo estarem relacionados com a presenga de fungo nas sementes.

Apenas dois genes codificadores de proteinas foram encontrados,
parcialmente, o que dificulta compreensdo ampla do mecanismo de resposta
ao estresse que ocorre nas plantas testadas. Entretanto, para esses genes,

encontram-se algumas informagdes na literatura, discutidos a seguir.

Tabela 4 Lista dos ESTs da biblioteca TF que tiveram similaridade com as
sequencias depositadas no NCBI. O numero de acesso das sequencias
encontradas pelo BLAST, a quantidade de ESTs semelhante a mesma
sequencia (N°), E-value e nome da sequencia listada sdo apresentados.

N° de acesso  N° E-value Nome
S94464.1 1 0.0 Polyubiquitin [maize, Genomic, 3841 nt]
XM_002458 g 0.0 Sorghum bicolor hypothetical protein,
486.1 ’ mRNA

Zea mays clone 1682540 hypothetical

protein mRNA

P.miliaceum mRNA for aspartate

aminotransferase (pcAAT2)

Zea mays clone 288248 protein

EU965717.1 2 0.0 translation factor SUI1 mRNA,

complete cds

AV664416.1 3 0.0 Zea mays cultivar Mo17 locus bz,

complete sequence

NM_001154 1 0.0 Zea mays metallothionein-like protein
149.1 : type 2 (LOC100281230), mRNA >

DQ244216.1 1 3e-104  Zea mays clone 3516 mRNA sequence

EU958272.1 2 2e-146

X63429.1 2 0.0

Poliubiquitina
Transcritos poliubiquitina acumulam nas células vegetais e animais
apos um choque de calor. A maioria das espécies tem pouco dos varios

genes da poliubiquitina. Dentro de uma espécie, os genes podem diferir em
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sequéncia de nucledtidos e/ou nimero de repeticdes de 228 nucleotideos que
codificam o monomero ubiquitina (LIU et al., 1996).

De acordo com Christensen, Sharrock ¢ Quail (1992), a utilizacao de
sondas de oligonucledtidos especificos transcrigdo mostra que Ubi-1 e Ubi-2
sdo expressos constitutivamente a 25 °C, mas séo indutiveis para niveis mais
elevados a temperaturas elevadas em plantulas de milho. Ambos os genes
conttm um intran na regido 5' ndo traduzida que ¢ ineficientemente
processado na sequéncia de uma breve choque térmico, grave. Com isso,
maior expressdo desse gene em sementes de milho seja esperada em situacao

de estresse.

Aspartato aminotransferase (PcAAT2)

As isozimas citosolicas e mitocondriais de  aspartato
aminotransferase tém fungdo no ciclo fotossintético em enzimas NAD-
malico de plantas tipo C4 e sdo expressos em niveis elevados em células
mesofilicas e células da bainha do feixe, respectivamente (TANIGUCHI et

al., 1992).

Biblioteca 2 (TP)

Nessa biblioteca, estudou-se a expressao diferencial entre sementes
secas de milho e sementes de milho inoculadas com Penicillium spp., por
meio de restricdo hidrica, também foram analisados os genes codificadores
de proteinas relacionadas com a tolerancia a estresse e relacionados com o
inicio da germinagdo (Tabela 5).

Foram identificados também nessa biblioteca 2, assim como na
biblioteca 1, os genes aspartato aminotransferase e poliubiquitina como
genes diferencialmente expressos em sementes inoculadas com fungo
quando hibridizadas com sementes sem fungos. Infere-se, entdo, que
independente do fungo estudado, seja F. verticillioides ou Penicillium spp. o

gene aspartato e poliubiquitina tem expressdo diferenciada na sementes de
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milho na presenca de pelo menos um desses fungos. Observaram-se também

alguns clones do genoma do milho e proteina hipotética.

Tabela 5 Lista dos ESTs da biblioteca TP que tiveram similaridade com as
sequéncias depositadas no NCBI. O numero de acesso das sequencias
encontradas pelo BLAST, a quantidade de ESTs semelhante a mesma
sequencia (N°), E-value e nome da sequencia listada sdo apresentados.

N° deacesso N° E-value Nome

P.miliaceum mRNA for aspartate
e 2 2 R aminotransferase (pcAAT2)
Zea mays zinc finger protein (znfl)
AY787873.1 ! 0.0 mRNA, complete cds
AY105581.2 1 3e-155 Zea mays PCO150618 mRNA sequence

EU947831.1 1 3e-175  Zea mays clone 361523 mRNA sequence
EU958272.1 1 o148 Zea mays clone 1682540 hypothetical
protein mRNA
AY107449.2 1 0.0 Zea mays PCO136884 mRNA sequence
S94464.1 1 0.0 polyubiquitin [maize, Genomic, 3841 nt]
EU946611.1 1 1e-97  Zea mays clone 319000 mRNA sequence
BT016854.1 1 0.0 Zea mays clone Contig687 mRNA

sequence

Zea mays full-length cDNA clone

ZM BFb0146E13 mRNA, complete cds

Zea mays clone 288248 protein translation

factor SUI1 mRNA

Zea mays protein SPATULA

NM_001153 1 1689 (LOC100280662), mRNA

580.1 gb|EU953163.1| Zea mays clone 1387693

protein SPATULA mRNA, complete cds

EU961250.1 1 le-109  Zea mays clone 233823 mRNA sequence

AY105939.1 1 2e-163  Zea mays PCO150588 mRNA sequence

BT024006.1 1 26-152 Zea mays clone ELOIN0311H08 mRNA
sequence

BT084617.1 1 le-124

EU965717.1 1 8e-111

Zinc finger (znfl)

Esse ¢ um gene que codifica proteinas hidrofilas e esta relacionado a
desidratacdo. Estudos mostram a relagdo da expressdo desse gene em
Arabidopsis AtDi19 codifica um novo tipo de Cys2/His2 proteina dedo de
zinco-implicado em ABA-independente da desidratacdo, estresse salinidade

alta e via de sinalizagdo de luz (MILLA; TOWNSEND; CUSHMAN, 2006).
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Proteina SPATULA (SPT)

Espatula ¢ um fator de transcricdio bHLH, que promove o
crescimento de tecidos resultantes das margens do carpelo, incluindo o septo
e o canal de transmissdo. Esse gene também esta envolvido na repressao
germinagdo de sementes recém-colhidas e na expansdo dos cotilédones

inibindo, folha e pétala (GROSZMANN et al., 2010).

Biblioteca 3 (TA)

A expressao diferencial entre sementes secas de milho e sementes de
milho inoculadas com Aspergillius flavus por meio de restricdo hidrica foi
verificada na biblioteca 3 (Tabela 6). Identificou-se novamente como genes
diferencialmente expressos os genes aspartato aminotransferase e ADH na
biblioteca 3, aumentando as evidéncias de que tais genes podem ser
estudados, através da expressdo, para identificar a presenca de fungos nas
sementes.

Proteinas hipotéticas e clones do genoma do milho também foram
encontrados nessa biblioteca. A identificagdo dos mesmos genes nas
diferentes bibliotecas ¢ um fator positivo, pois comprova que realmente sdo
genes diferencialmente expressos, entretanto, isso dificulta a marcacdo de

um gene especifico para cada espécie de fungo.

Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GPC)

Gene citosolico, de desenvolviemento de semente de milho, que ¢
codificado por pequena familia de multi-gene consistindo de gpc 1, gpc2,
gpc3 e Gpcd. As proteinas GPC3/4 sdo sintetizadas nas raizes durante
condigdes anoxicas e ¢ conhecido por ser um dos polipéptidos das vias

anaerdbias (MANJUNATH; SACHS, 1997).

Gene Ferl
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E um gene relacionado ao sistema de captacio de alta afinidade de
ferro, permitindo a permeabilidade desse elemento. Eichhorn et al. (2006)
verificaram que durante o desenvolvimento patogénico, a expressao ferl foi
confinada a fase de proliferagdo de hifas no interior da planta. Esses dados
evidenciam a importancia do sistema de captagdo de alta afinidade de ferro
através de permeabilidade ¢ de oxidagdo de ferro para o desenvolvimento

biotrofico no patossistema Ustilago maydis/milho.

Tabela 6 Lista dos ESTs da biblioteca TA que tiveram similaridade com as
sequencias depositadas no NCBI. O numero de acesso das sequencias
encontradas pelo BLAST, a quantidade de ESTs semelhante a mesma
sequencia (N°), E-value e nome da sequencia listada sdo apresentados.

E-

N° de acesso  N° Nome
value

Zea mays glyceraldehyde-3-phosphate
SRR 4 0.0 dehydrogenase mRNA, partial CDs

EU948432.1 1 2e-174 Zea mays clone 375733 mRNA sequence

BTO17267.1 2 0.0 Zea mays clone ELOIN0310G10.c

mRNA sequence

P.miliaceum mRNA for aspartate

aminotransferase (pcAAT2)

Zea mays clone 1530817 mRNA

X63429.1 2 0.0

EU955397.1 2 2e-74
sequence
AY112407.1 2 1e-100 Zea mays CL3918 1 mRNA sequence
EU9534921 1 3e-142 Zea mays clone 1424191 mRNA
sequence
EU948823.1 1 0.0  Zea mays clone 386492 mRNA sequence

X83076.1 1 le-144 Z.mays Ferl gene
Zea mays LOC100284700 (pco142662),
mRNA >gb|EU969379.1| Zea mays clone

NM5—§5O }_157 3 0.0 329471 268 proteasome non-ATPase
' regulatory subunit 11 mRNA, complete

cds
Zea mays alcohol dehydrogenasel

NM_001111 1 2e-124 (adhl), mRNA >emb|X00580.1| Maize

939.1 Adhl-F mRNA for alcohol

dehydrogenase

XM_002461 Sorghum bicolor hypothetical protein,

117.1 4 0.0 mRNA
AY103601.1 1  2e-152 Zea mays PCO144994 mRNA sequence
AY112180.1 1 0.0  Zea mays CL40542 1 mRNA sequence
EU977079.1 1 le-54  Zea mays clone 998432 mRNA sequence
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U. maydis é o Unico fungo patogénico em que a oxidacdo e a
permeabilidade de ferro sdo necessarias para a viruléncia. A esse respeito,
U. maydis ¢ semelhante ao fungo patogénico C. albicans, em que duas
permeases de alta afinidade de ferro, Ca FTR1 e Ca FTR2, foram
identificados e¢ um destes, Ca FTR2, mostrou-se essencial para a
patogenicidade em um modelo do rato para infeccdo sistémica
(RAMANAN; WANG, 2000). Curiosamente, o sistema de captagcdo de
sideroforo de C. albicans foi subsequentemente demonstrado que
desempenha um papel na invasdo epitelial e penetragdo (HEYMANN et al.,
2002). No ser humano, o patdégeno Aspergillus fumigatus, causa a
biossintese de sider6foros também ¢ essencial para a viruléncia, enquanto o
sistema de assimila¢do redutora de ferro nao ¢ necessario (SCHRETTL et
al., 2004). Sendo assim, esse gene pode ser considerado um bom marcador

para identificacdo especifica do género Aspergillus em sementes de milho.

Proteassoma

O proteassoma ¢ a principal enzima proteolitica que funciona no
sistema de ubiquitina-proteassoma. O proteassoma 26S tem complexos de
subunidades de multi-protease constituidos por subunidades 20S compostos
de numerados de quatro a sete anéis com dois anéis exteriores, contendo
subunidades alfa e dois anéis centrais compostos de subunidades beta, e os
tampdes de 19S 6 ATPase e 11 ATPase ndo-subunidades (SATO et al,,
2009).

Biblioteca 4 (96F)

Na biblioteca 4, a expressdo diferencial entre sementes de milho
mantidas em meio BDA mais manitol por 96 horas e sementes de milho
inoculadas com F. verticillioides por meio de restricdo hidrica, foram
analisadas, e genes codificadores de proteinas relacionadas com a tolerancia

a estresse eram esperados nessa biblioteca (Tabela 7).
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Nas bibliotecas 4, 5 ¢ 6 ndo se esperavam genes codificadores de
proteinas relacionados a germinagdo, pois a testemunha (“driver”) teve as
mesmas condi¢des de embebi¢do dos tratamentos (“fester”’) para tentar

anular essa diferenca.

Tabela 7 Lista dos ESTs da biblioteca 96F que tiveram similaridade com as
sequéncias depositadas no NCBI. O numero de acesso das sequéncias
encontradas pelo BLAST, a quantidade de ESTs semelhante & mesma
sequéncia (N°), E-value e nome da sequencia listada sdo apresentados.

N° de acesso  N° E-value Nome

Zea mays clone 1682540 hypothetical

EU958272.1 27  2e-145 i GERA
Zea mays anthranilate synthase
component I1 (LOC100286252), mRNA

NM]_—??;)::]I'_159 1 0.0 >ob|EU976443.1| Zea mays clone
' 894529 anthranilate synthase component

II mRNA, complete cds

XM_002460 7 0.0 Sorghum bicolor hypothetical protein,

685.1 : mRNA

Zea mays vacuolar proton pump
homologl (vppl), mRNA

NMgfgjilll 3 4e-147 >emb|AJ715528.1| Zea mays mRNA for

vacuolar H+-translocating inorganic

pyrophosphatase (vppl gene)

Uncultured eukaryote clone biogas-DE-

ell 18S ribosomal RNA gene

Zea mays full-length cDNA clone

ZM BFc0140D23 mRNA, complete cds

EU3383541 1 0.0 Zea mays cultivar W22 bz gene locus,
complete sequence

AY110412.1 1 3e-113  Zea mays CL56178 1 mRNA sequence

AC1905715 1 96-156 Zea mays BAC clone CH201-151G9
from chromosome 5, complete sequence

DQ430734.1 3 0.0

BT065851.1 1 le-101

Destaca-se para essa biblioteca a grande expressdo de proteinas
hipotéticas, sendo que, dentro dos 45 ESTs, 27 foram proteinas hipotéticas
do milho e 7 proteinas hipotéticas do sorgo. Isso indica a grande
possibilidade dessas proteinas, com fungdes ainda desconhecidas, estarem

relacionadas a presenga do fungo nas sementes de milho. Também observou
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- se nessa biblioteca alguns clones do genoma do milho ¢ a identificacdo de

um gene de cultura ndo eucaridtica, o gene 18S ribosomal biogas-DEel1.

Antranilato sintase

Antranilato é um metabolito de defesa, cujo acimulo é promovido
pelo gene ZmPep1 (ortélogo de Arabidopsis elicitor peptide 1). Huffaker et
al. (2011) concluiram em seu trabalho que os peptidos pertencentes a familia
Pep t€m fungdo conservada entre as espécies de plantas como reguladores
enddgenos de imunidade inata e podem ter potencial para melhorar a

resisténcia a doengas em culturas.

H+ pirofosfatase de translocacdo (H +-ADPG)

Yue et al. (2008) clonaram um cDNA que codifica um putativo H"
pirofosfatase de translocacdo (H +-ADPQG) a partir de Zea mays por SSH
acoplado com silicio em abordagem de clonagem. Conclui-se com os ensaios
de qRT-PCR que a expressiao do gene foi regulada sobre as raizes de
plantulas de milho sob estresses de desidratacdo, frio e altas concentragdes
salinas. Esses resultados sugerem que o produto desse gene pode
desempenhar um papel importante na tolerancia ao estresse abiodtico de Z.

mays.

Biblioteca 5 (96P)

A expressdo diferencial entre sementes de milho mantidas em meio
BDA mais manitol por 96 horas e sementes de milho inoculadas com
Penicillium spp., por meio de restricio hidrica, foram analisadas na
biblioteca 5, e¢ genes codificadores de proteinas relacionadas com a

tolerdncia a estresse eram esperados nessa biblioteca (Tabela 8).
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Tabela 8 Lista dos ESTs da biblioteca 96P que tiveram similaridade com as
sequéncias depositadas no NCBI. O numero de acesso das sequéncias
encontradas pelo BLAST, a quantidade de ESTs semelhante a mesma

sequéncia (N°), E-value e nome da sequencia listada sdo apresentados.

E-

N° de acesso  N° Nome
value
DQ244216.1 2 2e¢-120  Zea mays clone 3516 mRNA sequence
JN375330.1 1 0.0 P. dactylifera mitochondrion, complete.
XM1_6050 i440 3 2e-140  S. bicolor hypothetical protein, mRNA
X82185.1 1 0.0 Z.mays mRNA for cysteine proteinase
AY104121.1 2 4e-154  Zea mays PCO141133 mRNA sequence
EU958272.1 2 36149 Zea mays clone 1682540 hypothetical
protein mRNA
Zea mays clone 1454388 TPR repeat
Stk 2e-106 region family protein mRNA
S94464.1 2 0.0 polyubiquitin [maize, Genomic, 3841 nt]
Zea mays catalase isozyme B
NM_001254 1 1e-153 (LOC100857004), mRNA
879.1 >gb|EU976806.1| Zea mays clone 990656
catalase isozyme B mRNA, complete CDs
EU966239.1 1 3e-143  Zea mays clone 292774 mRNA sequence
NM_001159 Zea mays TPD1 (LOC100286355),
242.1 1 4e-55 mRNA >gb|EU976983.1| Zea mays clone
995409 TPD1 mRNA, complete CDs
NM4—20(? 11'112 1 0.0 Zea mays enolasel (enol), mRNA
' ’ >emb|X55981.1]
AC157319.2 1 0.0 Z. mays clone ZMMBBD-136E2,
complete
Zea mays full-length cDNA clone
BT054939.1 1 2e-133 ZM BFc0076N03 mRNA, complete cds
EU946108.1 1 2e-10  Zea mays clone 296978 mRNA sequence
EU965065.1 1 0.0 Z. mays clone 283548 aquaporin PIP1.1
mRNA
AY8835592 1 0.0 Zea mays cpltlvar inbred line B73 teosinte
glume architecture 1 (tgal) gene
Zea mays clone 288248 protein translation
EU965717.1 1 6e-68 factor SUTI mRNA
Zea mays clone 452148 mitochondrial
EU974540.1 1 8e-137  import inner membrane translocase

subunit Tim10 mRNA, complete cds.
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Verificaram-se, também, na biblioteca 5, os genes da poliubiquitina,
clone do genoma do milho e proteinas hipotéticas, confirmando, mais uma
vez, a diferenca na expressdo desses genes entre sementes infectadas com
fungos hibridizadas com sementes sem o fungo. Além desses genes, outros
exclusivos para essa biblioteca também foram encontrados como; proteinase
cisteina, catalase, enolase, aquaporina € um gene nuclear para produto

mitocOndrial.

Protease Cisteina (ccpl)

Essa proteina estd relacionada aos processos fisio-patogénico, em
que sua maior expressdo provavelmente estd envolvida com a resposta do
milho a infec¢do do fungo. Gramkow e Welzel (2010) concluiram que a
expressdo de proteases em larvas infectadas resulta na destrui¢do dos tecidos
internos em estagios tardios da infec¢do, podendo ser uma das razdes para o
aumento da velocidade para matar as larvas de S. frugiperda. Os trancritos
mais abundantes encontrados foram para proteases celulares, que estdo
provavelmente envolvidas na resposta do inseto a infecgdo viral.

Domoto et al. (1995), em estudos sobre essa proteina, observaram a
relacdo da mesma com processo germinativo e concluiram que o mRNA
CCP1 se expressa em sementes de milho maduros, embora essa expressao

atinja um maximo de 5 dias apos o inicio da germinacao.

Catalase

E uma enzima removedora de peréxidos e a diminui¢do da sua
expressdo pode tornar a semente mais sensivel aos efeitos de O, e radicais
livres sobre acidos graxos insaturados de membrana e a producdo de
produtos de peroxidagdo de lipideos secundarios. Isso foi observado por
Gomes et al. (2000), em pesquisa, na qual a enzima catalase apresentou uma
diminui¢@o na intensidade e no niimero de bandas, a partir das 48 horas de

envelhecimento acelerado, para a maioria dos hibridos e para todas as seis

linhagens estudadas.



84

Enolase (2-phospho-D-glycerate hydrolase) (Gene enol)

Enolase ¢ uma enzima essencial na glicolise. Catalisa a
interconversdao de 2-fosfoglicerato para PEP. A enzima ¢é extensivamente
caracterizadas em levedura (LEBIODA et al.,, 1989) e em vertebrados
(GIALLONGO et al., 1986).

Segundo Lal et al. (1998), a atividade da enzima enolase e niveis de
transcrigdo do gene enol sdo induzidos por estresse anaerdbio em raizes de

milho.

Aquaporina

A aquaporina representa uma classe de proteinas integrantes da
membrana que facilita a difusdo passiva da dgua através da membrana das
células. O estresse hidrico apresenta uma forte influéncia na expressao do
gene que codifica a aquaporina (BAIGES et al. 2002), seja na sua indugao
seja na sua repressao.

Rabello et al. (2007) confirmaram isso em estudos com analise in
silico de aquaporinas potencialmente envolvidas com o estresse hidrico nas

interagdes café- e citros-Xylella fastidiosa.

Gene nuclear para produto mitocondrial

Jia et al. (2006) trabalharam com cDNA completos de milho em
analise do perfil de expressdo de 2.073 de comprimento total de cDNAs
induzida pelo estresse em mudas de milho e identificaram esse gene nuclear

para produto mitocondrial como resposta ao estresse hidrico das plantulas.

Biblioteca 6 (96A)

Na biblioteca 6, a expressdo diferencial entre sementes de milho

mantidas em meio BDA mais manitol por 96 horas e sementes de milho

inoculadas com A. flavus por meio de restricao hidrica, foram analisadas, e
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genes codificadores de proteinas relacionadas com a tolerancia a estresse

eram esperados nessa biblioteca (Tabela 9).

Tabela 9 Lista dos ESTs da biblioteca 96A que tiveram similaridade com as
sequéncias depositadas no NCBI. O numero de acesso das sequéncias
encontradas pelo BLAST, a quantidade de ESTs semelhante & mesma
sequéncia (N°), E-value e nome da sequencia listada sdo apresentados.

N° deacesso N° E-value Nome
Z. mays cultivar everta Sturt
glyceraldehyde-3-phosphate
I FASESEL . 0.0 dehydrogenase (gpc4) mRNA, comp.
CDs
Z.mays mRNA for group 3 Lea protein
Z29512.1 2 Se-19 MGL3

Zea mays clone 276247 hypothetical

EU964153.1. 1 le407 protein mRNA, complete cds

NM_001112 1 0.0 Zea mays superoxide dismutase 4
234.1 ' (sod4), mRNA

NM_001112 > 0.0 Zea mays elongation factor alpha2
463.1 ; (elfa2), mRNA

AP007164.1 2 3e-128  Aspergillus oryzae RIB40 DNA, C111

NM_001111 1 26-99 Z. mays malate synthasel (masl),
858.1 mRNA

Zea mays clone 1061026
EU951811.1 1 7e-152  metallothionein-like protein type 2
mRNA, complete cds
Zea mays LOC100273311
(pco118382), mRNA >gb|BT040760.1|
Zea mays full-length cDNA clone
ZM BFc0125K04 mRNA, compl. Cds

NM_001147
752.1 2 0.0

Evidenciando, mais uma vez, o gene GPC apareceu nessa biblioteca
como gene diferencialmente expresso quando se hidridizou sementes sem
fungo com sementes com A. flavus. Clones do genoma do milho e proteinas
hipotéticas também foram identificados nessa biblioteca. Identificou-se
ainda alta similaridade com genes do género Aspergillus, podendo este ser

um ESTs especifico para identificagdo desse género.

LEA proteina (MGL3)
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A sigla LEA (embriogénese tardia abundante) pode ser entendida
como proteinas relacionadas com respostas a tolerancia a algum estresse em
plantas, que se acumulam desordenamente nos organismos durante o
desenvolvimento de tolerdncia ao estresse, a desidratacdo e a aclimatagdo ao
frio (SINGH et al., 2009).

Apesar de tudo, os mecanismos pelos quais ocorre a prote¢do nao
sdo totalmente compreendidos. De acordo com Amara et al. (2012), sdo
varios os grupos de LEA e ha diversidade funcional entre os grupos LEA em

milho.

Superéxido dismutase

A superéxido dismutase (SOD) é uma enzima que desempenha
importante papel na resposta ao estresse oxidativo nas plantas, atuando sobre
o radical O*, formando perdxido de hidrogénio e oxigénio molecular. Isso
ocorre durante o processo de deterioracdo das sementes (MUNIZ et al.,

2007).

Malato sintase

Malato sintase ¢ uma enzima chave na regulagdo do ciclo do
glioxilato e envolvidas no metabolismo de lipidios. As atividades dessa
enzima aumentam durante a germinagdo das sementes, obtendo-se valores
maximos quando ocorre o maximo de lipidios degradados que s@o

convertidos em sacarose (BEWLEY; BLACK, 1994).

3.3 Analises de gRT-PCR

A utilizagdo de métodos complementares, tais como métodos
quantitativos e semi-quantitativos de PCR, para validar os resultados SSH ¢
uma pratica comum em estudos recentes, selecionando um ou mais genes

(DEOKAR et al., 2001; PRABU et al., 2010; SAHU; SHAW, 2009).
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Para validar a expressdo diferencial detectada pela técnica SSH em
sementes milho hibridizadas com sementes de milho infectadas com fungo,
foi realizado qRT-PCR para sele¢do de genes codificadores de proteinas a
partir de cada biblioteca. Foram selecionados quatro genes de cada biblioteca
e através do programa Primer Express 3.0 foram desenhados os primers para
serem sintetizados. Os genes codificadores de proteinas seleccionados, a

biblioteca respectiva e a sequéncia do primer estdo listados na Tabela 10.

Tabela 10 Lista dos genes codificadores de proteinas selecionados de cada
biblioteca para andlise da expressdo génica em qRT-PCR. Sdo apresentados
os genes, as respectivas bibliotecas (B), os primers forwars e reverse e
tamanho do amplicon (TA).

Primer Forward Primer Reverse
(5-3") (5°-3")

Zea mays clone 1682540 GCGACCGAGGTA  CCGTCGTGAGAC
hypothetical protein CTAGGTTGAAT AGGTTAGTTTTAC
Zea mays metallothionein-  GCAGTGTCGTTTG GATAGAGCGAGG
like protein type 2 TTGTGTTTTG CATGCTATGC

Gene

1

Zea mays full-length cDNA  CAGCTGCCAGTTT CCAGCTTCTGATA
clone ZM BFb0146E13 GTTCTTGAC AGTTGCTTCTCTA

B Ferl GCCACATAAGGA GCCACATAAGGA
eamays ke CGCTGAGTTC CGCTGAGTTC

Zea mays clone 1682540 ACCGTCGTGAGA
hypothetical protein CAGGTTAGTTTT

GGCCGAGGTACT
AGGTTGAATTACT

4
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Sesbania drummondii clone ~ GCAGCCAAGCGT CACTTGGTGAATT

N

SSH-12 01 B03 T3 TCATAGC CTGCTTCTCA
Zea mays vacuolar proton GCCCGGGCAGGT CTTGTGTGTGGCG
pump homologl (vppl) ACTCA GTTGGT
Zea mays clone 452148 AAAAAAGGTATA
5 nuclear gene for Cﬁ?,?l? ggggéﬁgic AAGAAGCTGAGC
mitochondrial product TCAAT

Zea mays clone 283548 CGTTCTTCGGACT TCAGAGCCATCCC

> aquaporin GGCATGT GTTCAAG
6 glyceraldehyde-3-phosphate  TGCTGCTGGGAAT TTGATGGGCCCTC
dehydrogenase GATGTTG GTCTAAG

Aspergillus oryzae RIB4A0  ACCTGACCTCTCA  AAGCGCTGCCCA

6 DNA, SC111 CCCAAAGC TTTAATTTC

Amostras de RNA dos tratamentos; T (semente seca), 96 (semente
embebida por 96 horas em BDA mais manitol), F (semente inoculada com F.
verticillioides), A (semente inoculada com A. flavus) e P (semente inoculada
com Penicillium spp.), com repeticdo bioldgica, sesm DNA contaminante ¢
com integridade confirmada, foram usadas para sintese dos cDNAs. Em
média, esses cDNAs apresentaram concentragdo de 2200 ng/uL, sendo esses
utilizados nas analises de expressao.

Verificou-se a eficiéncia de cada par de primer. Fez-se um pool de
cDNA dos 5 tratamentos (T; 96; F; A; P), mais as repeticdes bioldgicas,
utilizando 2 pL de cada amostra (10uL no total). Esses 10uL foram
diluidos em 80uL de agua formando a diluicdo de 1:5, as demais diluicdes
serial foram feitas através dessa primeira; 1:25, 1:125, 1:625 e 1:3125. A
eficiéncia dos genes enddgenos, UBI e ADH, também foram verificadas.
Através das curvas de eficiéncia, escolheu-se a diluicdo 1:5 como melhor
diluicdo para as analises de expressdo. Os genes marcados de cinza na tabela
10 foram aqueles que apresentaram eficiéncia satisfatoria, 10% a mais ou a

menos. Os demais genes ndo marcados apresentaram baixa eficiéncia e
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formagdo de dimeros de primers ndo sendo estes utilizados para analise da
expressao.

Realizaram-se as analises de expressdo dos genes em tempo real,
utilizando os genes de referéncia (UBI e ADH) para normalizagdo dos
resultados. Em todas as placas, para cada gene, colocou-se a amostra, com
triplicata, do gene de referéncia para excluir a variagdo entre corrida de
placas. Também colocou, para cada gene, controle negativo para verificar a
qualidade da agua utilizada e a formacdo de dimeros de primers. Depois de

calcular os AACt os niveis de expressdo foram calculados (2’AA cr

) e os
resultados s3o mostrados na figura 3.

De uma maneira geral, observa-se (figura 3) que a expressao dos
genes foi maior nos tratamentos (96, F, P e F) do que na testemunha (T). Isto
mostra expressdo diferencial entre as amostras, assim como indica o
propodsito da biblioteca subtrativa de cDNA, validando, entdo, todas as
bibliotecas construidas com exce¢do da biblioteca 4, em que essa diferenca
de expressdao nao foi observada pela analise dos desvios padriao entre as
médias estudadas.

Além de confirmar a eficiéncia da biblioteca subtrativa, a técnica de
PCR em tempo real permite uma analise acerca dos diferentes niveis de
expressao génica, avaliando assim, o melhor gene para identificar a presenca

de cada fungo estudado em sementes de milho.
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Figura 3 Perfil da expressdo relativa por gRT-PCR dos genes: poliubiquitina
(A) e clone 3516 (B) — Biblioteca 1; aspartato aminotransferase (C), zinc
finger (D) e proteina SPATULA (E) - Biblioteca 2; Gliceraldeido-3-fosfato
desidrogenase (F) e proteina hipotética (G) - Biblioteca 3; antranilato sintase
(H) - Biblioteca 4; protease cistéina (I) e catalase (J) - Biblioteca 5; proteina
hipotética do milho (L) e superéxido desmutase (M) - Biblioteca 6, em
sementes: de milho secas (T); embebidas por 96 horas em BDA-+manitol
(96); inoculadas com F. verticillioides (F); inoculadas com Penicillium spp.
(); inoculadas com A. flavus (A).

A expressao do gene poliubiquitina foi em média seis vezes mais

elevada nos tratamentos do que na testemunha. Ainda para esse gene pode-se
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observar (Figura 3 - A) que a sua expressdo foi de 2 a 2,5 vezes maior para
as sementes inoculadas com Fusarium, indicando esse gene para
identificacdo desse fungo.

A maior expressdo desse gene em sementes inoculadas com F.
verticillioides relaciona-se ao estresse que o fungo causa as sementes. Em
estudo com plantas transgénicas de arroz, Takimoto (1994) observou que a
expressdo caracteristica do gene Ubi-1 ndo é regulado sistemicamente, mas
sim células individuais respondem de forma independente ao calor ou
estresse fisico. Esse gene muda a sua expressdo tecidual especifico em
resposta ao estresse. E a expressdo Ubi-1 é dependente do ciclo celular.

Para o gene clone 3516 de milho (Figura 3 —B) verificou-se
expressao muito alta dos tratamentos 96 e F, 125 e 127 vezes
respectivamente, maior que a testemunha. Como o tratamento 96 também ¢
uma semente sem presenca de fungo, pode-se inferir que esse gene esta
relacionado ao processo de embebicdo das sementes e/ou o inicio da
germinacdo. Em contrapartida, a expressdo génica desse gene em sementes
inoculadas com Penicillium spp. e A. flavus € de 35 e 15 vezes maior que a
testemunha, respectivamente, sendo a expressdo muito mais baixa quando
comparada com os tratamentos 96 e F. Assim pode-se dizer que a presenca
dos fungos Penicillium spp. e A. flavus diminui a expressao desse gene em
sementes milho.

O gene aspartato amino transferase apresentou niveis de expressao
em média 12 vezes maior nos tratamentos do que na testemunha (Figura 3 -
C). Outros autores também observaram maior nivel de expressao desse gene
em sementes infectadas por patdogenos. Souza et al. (2005) observaram
diferentes padrdes eletroforéticos e atividades isoenzimaticas das esterases,
peroxidases e aspartato aminotrasferases para plantas de trigo sintomaticas,
quando comparadas as plantas assintomaticas da virose causada pelo
SBWMV.

Silva et al. (2000), considerando a ativagdo ou ndo de isoenzimas

frente a patogenos, estudaram a interferéncia de fungos 4. flavus, F.
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verticillioides e Penicillium spp. sobre padroes eletroforéticos dessa
isoforma, em sementes de milho. Esses autores concluiram que a infeccao de
sementes com os fungos promoveu diferencas nas expressdes das aspartato
aminotransferases, e que houve diminui¢do da intensidade do nimero de
bandas, em virtude da presenga desses patogenos.

O fato de o tratamento 96, sementes embebidas em BDA-+manitol,
também apresentar maior nivel de expressdo relaciona-se a um possivel
estresse causado nessas sementes que foram embebidas e tiveram sua
germinagdo inibida pela presenca do manitol.

A expressdo do gene zinc finger foi em média 3 vezes mais elevada
nos tratamentos do que na testemunha. Essa maior expressdo, nos
tratamentos que passaram por um processo de embebicdo, ¢ explicada por
este ser um gene que codifica proteinas hidréfilas e por estar relacionado a
desidratacao (Figura 3 -D).

Na literatura, também sdo encontrados trabalhos que relacionam a
maior expressdo desse gene com o estresse em sementes. Ferro et al. (2007)
estudaram a expressdo génica de cana de aglicar na interacdo com bactéria,
verificando que a tolerncia da variedade SP80-0185 de cana-de-agtlicar a
bactéria fitopatogénica pode estar relacionada com a percepcdo de sinais
extracelulares, visto que ESTs relacionados a vias de transdugdo de sinais
apresentaram expressdo génica induzida na variedade tolerante, os quais
codificam para EST com similaridade a H+-ATPase da membrana
plasmatica, fatores de transcri¢do G-box, OsNAC6, "DNA binding", familia
MYB e "Zinc Finger".

Verificou-se elevada expressdo do gene proteina SPATULA em
todos os tratamentos em relagdo a testemunha, nas sementes embebidas por
96 horas e nas sementes inoculadas com Fusarium, Peniccillium e
Aspergillus (50, 97, 54 e 110 vezes maior que na testemunha,
respectivamente). Esses tratamentos tiveram a germinacdo inibida pela
presenca de manitol durante a inoculagdo dos fungos nas sementes pela

técnica de restricdo hidrica e durante as 96 horas de embebi¢do para o
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tratamento 96. De acordo com Groszmann et al. (2010), esse gene esta
envolvido na repressdo germinacdo de sementes de recém-colhidas, ¢ na
expansdo dos cotilédones inibindo, folha, e pétala. Com isso, a expressio
desse gene ndo ¢ indicada na identificacdo da presenga desses fungos em
sementes de milho (Figura 3 - E).

A expressdo do gene GPC foi alta para os tratamentos 96, F, P ¢ A
(64, 76, 68 e 110, respectivamente) em relacdo a expressdo da testemunha.
Verificou-se expressdo em média 40 vezes maior nas sementes inoculadas
com A. flavus quando comparadas com os demais tratamentos. Isso indica
que esse gene pode ser utilizado para identificagdo da presenca do fungo A.
flavus em sementes de milho. A relacdo da expressao desse estresse também
foi discutida por Russell e Sachs (1989), que ao pesquisarem a expressao
diferencial e analise da sequéncia do milho em genes da familia de
gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase, concluiram que o papel das alteracdes
observadas na expressdo do gene GPC ¢ discutido em relacdo ao estresse
fisiologico (Figura 3 - F).

A expressao da proteina hipotética foi mais elevada para todos os
tratamentos do que para a testemunha. Comparando a expressdo do
tratamento 96 com os demais tratamentos, observa-se que as sementes
inoculadas com F. verticillioides e Penicillium ssp. obtiveram expressao
mais elevada para esse gene, 6 e 3 vezes maior do que o tratamento 96. Em
sementes inoculadas com 4. flavus foi verificado menor expressdo do que o
tratamento 96, 3 vezes menos. Sendo as proteinas hipotéticas pouco
conhecidas, mais estudos sdo requeridos para esse gene, uma vez que, houve
expressao diferenciada entre os tratamentos (Figura 3- G).

O gene antranilato sintase ndo apresentou diferenca na expressido
entre os tratamentos ¢ a testemunha pelo desvio das médias observadas
(Figura 3-H), com isso a construgdo desta biblioteca (4) nao foi eficiente.
Apesar de o antranilato ser um metabolito de defesa e de acordo com

Huffaker et al. (2011), essa proteina ter fungdo conservada entre as espécies
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de plantas como reguladores endogenos de imunidade inata, neste trabalho
isso ndo se aplicou em relagdo as sementes com patogeno.

Para expressdo do gene cisteina proteinase (Figura 3 — I) ndo se
observou diferenca entre as sementes inoculadas com F. verticillioides ¢ A.
flavus, apenas os tratamentos 96 ¢ sementes inoculadas com Penicillium spp.
obtiveram expressdao, em média, 4,5 vezes maior do que a testemunha. Isso
pode ser explicado, pois em estudos anteriores esse gene foi identificado
com o processo fisio-patogénico, em que sua maior expressio
provavelmente esta envolvida com a resposta do milho a infecgdo do fungo.
Domoto et al. (1995) também observaram a relagdo desse gene com processo
germinativo e concluiram que o mRNA CCP1 ¢é expresso em sementes de
milho maduros, embora a sua expressao atinja um maximo de 5 dias apods o
inicio da germinagdo. Sendo assim a expressdo desse gene pode ser usada na
identificacao de Penicillium spp. em sementes de milho.

Verificou-se maior nivel da expressio da catalase para os
tratamentos 96, P e A (3,4, 5,5 e 3,4, respectivamente) em relacdo a
testemunha com excecdo das sementes inoculadas com Fusarium, que pelo
desvio padrio nao tiveram diferenga. As sementes inoculadas com
Penicillium obtiveram niveis de expressdo 2 vezes maior do que os demais
tratamentos. Isso indica que a expressdo desse gene pode ser usada para
identificar a presenga de Penicillium spp. em sementes de milho (Figura 3-J).

Gomes et al. (2000) também observaram a relacdo expressdo da
catalase com estresse nas sementes, em que a enzima catalase apresentou
diminui¢@0 na intensidade e no niimero de bandas, a partir das 48 horas de
envelhecimento acelerado, para a maioria dos hibridos e para todas as seis
linhagens estudadas. Souza et al. (2002) também verificaram a baixa
atividade da enzima catalase em milho sob estresse com aluminio. Pode-se
correlacionar esse estresse causado pelo envelhecimento acelerado e pelo
aluminio com o estresse causado pela infec¢cdo do fungo, na semente, s6 que
no caso do estresse causado pelo fungo observou se maior expressdo da

catalase.



96

A expressao da proteina hipotética do milho foi mais elevada para os
tratamentos do que para a testemunha. Os niveis de expressdo das sementes
inoculadas com Penicillium ssp. ndo diferiram das sementes embebidas por
96 horas sem o fungo pela analise do desvio. Ja as sementes inoculadas com
F. verticillioides e A. flavus apresentaram expressao 2,6 ¢ 4,1,
respectivamente, maior do que a expressdo do tratamento 96. Mais uma vez,
afirma-se a importancia de estudos mais aprofundados com as proteinas
hipotéticas sendo essas proteinas pouco conhecidas ¢ com grandes chances
de identificar esses dois ultimos fungos que apresentaram expressido
diferenciada para esse gene (Figura 3 -L).

Verificou-se, para o gene SOD4, que nao houve diferenca de
expressao para os tratamentos em relacdo a testemunha, pelos desvios padrao
(Figura 3 — M). Isso contradiz outros estudos, que relatam que nas plantas
submetidas as condicdes de estresse, 0s processos oxidativos sdo
intensificados. As plantas podem reduzir a formagdo de radicais livres e
minimizar os danos causados pelo estresse oxidativo, removendo
enzimaticamente o H,O,, através de enzimas de varredura de radicais livres
como SOD (PURVIS E SHEWFELT, 1993), tendo, assim, expressao
aumentada aquelas sementes submetidas ao estresse por causa da infecgdo

do fungo.

4 CONCLUSOES

A metodologia de biblioteca subtrativa ¢ eficiente para detecagdo de
genes diferencialmente expressos quando os fungos F. verticillioides, A.
flavus e Penicillium spp. estdo presentes em sementes de milho.

A técnica de qRT-PCR validou todas as bibliotecas construidas (TF,
TP, TA, 96P ¢ 96A), com excecdo da biblioteca 96F.

O gene Poliubiquitina € promissor para identificacdo da presenca de

F. verticillioides em lotes de sementes de milho.
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O gene clone 3516 ¢ promissor para identificacdo da presenga dos
fungos A. flavus e Penicillium spp., em lotes de sementes de milho.

A proteina SPATULA ¢ promissora para identificacdo da presenca
dos fungos para F. verticillioides e A. flavus, em lotes de sementes de milho.

O gene GPC ¢é promissor para identificagdo da presenca do fungo A.
flavus, em lotes de sementes de milho.

O gene que codifica proteina hipotética € promissor para
identificagdo da presenca dos fungos F. verticillioides e Penicillium ssp., em
lotes de sementes de milho.

O gene da catalase ¢ promissor para identificacdo da presenca do
fungo Penicillium spp., em lotes de sementes de milho.

Os genes asparto aminotransferase, zinc finger, antranilato sintase,
cisteina proteinase e SOD4, apesar de identificados como genes
diferencialmente expressos pela biblioteca subtrativa ndo apresentam
diferenca na expressdo entre sementes de milho secas, embebidas e
infectadas com os fungos F. verticillioides, A. flavus e Penicillium spp.,
sendo estes ndo promissores para identificacdo da presenca desses fungos,

em lotes de sementes de milho.

5 CONSIDERACOES FINAIS

Nesta pesquisa, foi possivel detectar alguns genes que sdo
diferencialmente expressos em sementes de milho infectadas e ndo
infectadas.

Estes genes também sdo promissores para identificacdo de fungos
em graos de milho.

Mais estudos sdo necessarios para descrever até quantas vezes maior
ou menor a expressao desses genes podem ser utilizadas para identificacao

desses fungos em lotes de sementes e graos de milho.
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Os genes em que houve expressao diferenciada entre os tratamentos
requerem atencdo para estudos futuros, visando a possivel construcao de kits

de detecagdo rapida desses fungos em lotes de sementes e graos de milho.
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